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POVZETEK 
Proteasom in imunoproteasom sta pomembna encimska kompleksa v človeškem telesu. Prvi 
je prisoten v vseh celicah, drugi pa predvsem v celicah imunskega sistema, kjer ima  
pomembno vlogo v mnogih procesih. Zato je zanimiva tarča pri zdravljenju številnih 
avtoimunskih bolezni in rakavih obolenj. Med njimi je tudi kronična limfocitna levkemija, 
ki kljub razvoju in napredku terapije v zadnjih letih še vedno ostaja neozdravljiva. V ta 
namen se iščejo nove tarče, ki bi lahko vodile v njeno  uspešnejše zdravljenje. 
Med raziskovalnim delom smo najprej opazovali vlogo proteasoma in imunoproteasoma na 
izoliranih limfocitih B 11 pacientov z diagnosticirano KLL. Spremljali smo in vitro 
citotoksičnost neselektivnega zaviralca karfilzomiba in dveh selektivnih zaviralcev 
imunoproteasoma PR-957 in DPLG-3. Citotoksičnost smo merili s testom metabolne 
aktivnosti po 24 in 48 urah, s čimer smo določili srednjo zaviralno koncentracijo (IC50). 
Pokazali smo, da so vsi trije zaviralci citotoksični na celice KLL in vitro, vendar vsak v 
svojem koncentracijskem območju. Najbolj citotoksičen je karfilzomib (IC50=2,95 nM), 
sledi mu PR-957 (IC50=40,62 nM), najmanj citotoksičen pa je DPLG-3 (IC50=2461 nM). 
Citotoksičnost je tudi časovno odvisna – po 48 urah so IC50 vrednosti za 85% nižje. 
V nadaljevanju smo s pomočjo kvantitativne verižne reakcije s polimerazo v realnem času 
določali izražanje genov za podenote proteasoma in imunoproteasoma (β5c, β5i, β2c, β2i, β1c, 
β1i). Zanimalo nas je predvsem izražanje podenot β5c in β5i, saj se zaviralci, s katerimi smo 
preverjali citotoksičnost, v različni meri selektivno vežejo na ti dve podenoti. Ugotovili smo, 
da le eden izmed izbranih vzorcev izraža podenoto β5i bolj kot β5c. Korelacije med 
citotoksičnostjo zaviralcev in genskim izražanjem posameznih podenot nismo ugotovili. 
Za konec smo želeli preveriti še izražanje podenot proteasoma in imunoproteasoma na ravni  
proteinov. Za določanje le-teh smo proteine prenesli na membrano s postopkom western in 
želene podenote določili s pomočjo specifičnih protiteles. Zanimalo nas je, če gensko 
izražanje podenot korelira z izražanjem podenot na ravni proteinov. Te povezave nismo 
ugotovili, zato smo dodatno preverili, če izražanje podenot na ravni proteinov korelira s 
citotoksičnim učinkom zaviralcev. Tudi te hipoteze nismo mogli potrditi. 
Statistično značilne korelacije med različnimi parametri nismo uspeli potrditi. Eden izmed 
razlogov je lahko tudi prenizko število vzorcev, na katerih smo opravljali raziskavo, zato bi 
bilo v prihodnje potrebno povečati njihov nabor in ponoviti analize. 
 
 
Ključne besede: kronična limfocitna levkemija, imunoproteasom, zaviralci 
imunoproteasoma. 
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ABSTRACT 
Proteasome and immunoproteasome are two important enzyme complexes in our body. The 
first one is expressed in all cells of the body, while the other plays a pivotal role in the cells 
of the immune system. Deregulation of the immunoproteasome is associated with some 
diseases, thus it presents itself as an attractive therapeutic target, especially in autoimmune 
diseases and different types of cancer. Chronic lymphocytic leukemia (CLL), which despite 
a lot of research and quite a few existing treatments, remains incurable. With that in mind, 
there is an ongoing search to find new therapeutic agents to optimize the current therapy. 
In the course of study, the role of proteasome and immunoproteasome inhibition on 11 
samples of lymphocytes B obtained from patients with diagnosed CLL, was being observed. 
In vitro cytotoxicity of non-selective inhibitor carfilzomib and two selective inhibitors PR-
957 and DPLG-3 was determined. Cytotoxicity was evaluated using the metabolic activity 
of cells at 24 and 48 hours. Mean inhibitory concentration (IC50) was calculated and revealed 
that all of the inhibitors are cytotoxic to CLL cells, but each in their respective concentration 
range. Carfilzomib was the most cytotoxic (IC50=2,95 nM), followed by PR-957 (IC50=40,62 
nM) and DPLG-3 as the least cytotoxic (IC50=2461 nM). Cytotoxicity was also time 
dependent, with IC50 values dropping for 85% at the 48 hour mark. 
Next, gene expression of proteasome and immunoproteasome subunits (β5c, β5i, β2c, β2i, β1c, 
β1i) was evaluated using quantitative real time polymerase chain reaction. The main focus 
was on subunits β5c and β5i, which are the main targets of the chosen inhibitors. Only one of 
the CLL samples expressed the β5i subunit higher than β5c. No correlation between the 
cytotoxicity of inhibitors and the level of gene expression of individual subunits could be 
determined. 
In the end, we addressed the protein expression of proteasome and immunoproteasome 
subunits (β5c, β5i, β2c, β2i, β1c, β1i) with the use of western blot method and specific antibodies. 
Statistical analysis did not reveal a correlation between the gene and protein subunit 
expression. Moreover, no correlation between protein subunit expression and cytotoxicity of 
inhibitors could be demonstrated. 
Although no statistically significant correlations were determined, further studies with more 
samples will be necessary to provide a better and more relevant understanding of the topic. 
 
 
Key words: chronic lymphocytic leukemia, immunoproteasome, immunoproteasome 
inhibitors. 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
 
APS  amonijev persulfat 
ATP  adenozin trifosfat (ang. adenosine triphosphate) 
BSA  goveji serumski albumin (ang. bovine serum albumine) 
CD  celični označevalec (ang. cluster of difference) 
cDNA  komplementarna DNA 
cP  konstitutivni proteasom 
DMSO  dimetilsulfoksid 
DMSO  dimetilsulfoksid 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
IC50  srednja zaviralna koncentracija 
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina 
FBS  fetalni goveji serum (ang. fetal bovine serum) 
IFN-γ (α, β) interferon gama (alfa, beta) 
iP  imunoproteasom 
KLL  kronična limfocitna levkemija 
MHC  poglavitni histokompatibilni kompleks (ang. major histocompatibility complex) 
MM  osnovna zmes (ang. master mix) 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
qPCR  kvantitativna verižna reakcija s polimerazo v realnem času 
RNA  ribonukleinska kislina 
Rpm   obrati na minuto (ang. revolutions per minute) 
SDS PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza z dodatkom SDS 
SDS  natrijev lavrilsulfat 
SLB  nanašalni pufer za elektroforezo 
TBS  Tris pufer (ang. Tris buffered saline) 
TNF- α tumor nekrotizirajoči dejavnik alfa 
TTBS  Tris pufer z dodanim Tween 
Ub  ubikvitin 
UPP  ubikvitinska pot (angl. Ubiquitin-proteasome (or proteolytic) pathway) 
UV  ultravijolična svetloba 
Xg   relativna centrifugalna sila 
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1. UVOD 
1.1 PROTEASOM IN IMUNOPROTEASOM 
1.1.1 Proteasom 
Proteasom je velik proteinski kompleks, prisoten v vseh celicah evkariontskih organizmov. 
Lahko se nahaja tako v citoplazmi kot tudi v jedru celice, razporeditev proteasoma pa se med 
različnimi vrstami celic razlikuje (1). Proteasom je odgovoren za 80% - 90% vse razgradnje 
proteinov v celici (2). Njegova glavna vloga je razgradnja odrabljenih, neželenih, 
poškodovanih in napačno zvitih znotrajceličnih proteinov. Posledično s tem vpliva na celični 
cikel, aktivacijo in deaktivacijo signalnih poti, celično smrt, imunski odgovor, celični 
metabolizem in nadzor kvalitete proteinov (3). Velja za enega dlje živečih proteinov, saj je 
njegova življenjska doba nekje med enim in dvema tednoma (4).  
Struktura proteasoma je pri sesalcih najpogosteje 26S ali 30S, sestavljena je iz glavne 20S 
podenote in regulatorne 19S podenote. 20S podenota je oblikovana iz 28 enot, porazdeljenih 
v heptamerne kroge, ki so naloženi drug na drugem. Zunanja dva kroga tvorijo enote α, 
notranja dva pa enote β. Končna oblika predstavlja cilinder, skozi katerega potujejo tarčni 
proteini, ti se med potjo razgradijo (5). Podenota 19S predstavlja regulatorni del proteasoma 
in je lahko prisotna na enem ali pa na obeh koncih podenote 20S (kar vodi v razliko v 
velikosti). Biološko uporabna je najverjetneje le oblika z dvema simetrično porazdeljenima 
podenotama 19S (slika 1). Kljub temu se v literaturi najpogosteje poimenuje proteasom 26S 
(3).  
 
Slika 1: Struktura proteasoma. Slika povzeta po (2). 
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Glavna peptidazna aktivnost poteka na notranjem krogu enot β. Od sedmih različnih enot so 
aktivne le tri. β1 s svojo kaspazno aktivnostjo lahko razgradi dele proteina s kislimi 
aminokislinami, β2 ima tripsinsko delovanje in poskrbi za dele proteina z bazičnimi 
aminokislinami, β5 pa deluje podobno kimotripsinu in tako poskrbi za preostale hidrofobne 
dele proteina (2). Zunanja α kroga skrbita za stabilizacijo β krogov, na njiju je pripeta 
podenota 19S, ki predstavljata 'vrata' za vstop v cilinder. Tako organizirana struktura 
proteasoma omogoča, da se le proteini, ki jim uspe priti v notranjost cilindra, razgradijo, na 
ostale proteine v celici pa nima vpliva (6). 
Proteasom je del ubikvitin-proteasomske (UPP) poti (angl. Ubiquitin-proteasome [or 
proteolytic] pathway) (6). Pot proteina do razgradnje na krajše peptidne segmente se začne 
z označitvijo le-tega z več molekulami ubikvitina (Ub). To omogočijo trije encimi: E1 (Ub 
aktivator), ki ob prisotnosti ATP molekule pretvori Ub v visoko energetski tiolester, E2 (Ub 
konjugator) prenese aktiviran Ub do E3 (Ub ligaza), ki končno pripne le-tega na substrat – 
npr. napačno zvit protein ─ in z zaporednimi reakcijami pripne še dodatne molekule Ub. 
Kompleks protein-Ub lahko zdaj prepozna podenota 19S v proteasomu s svojim receptorjem 
za Ub (6,7). To povzroči odprtje 20S podenote (ponovno ob prisotnosti ATP molekule), ki 
vase sprejme protein, ubikvitin pa se ob tem odcepi in ga celica lahko ponovno uporabi. 
Protein se v procesu proteolize cepi na 3-25 aminokislin dolge peptide, ki jih celica lahko še 
dodatno razgradi s peptidazami in jih po potrebi ponovno uporabi (slika 2) (2). 
 
Slika 2: Grafično prikazana UPP pot. Slika povzeta po (8). (Ub – ubikvitin, E1 - Ub aktivator, 
E2 - Ub konjugator, E3 - Ub ligaza,) 
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Zgoraj opisani proteasom (konstitutivni proteasom – cP) pa ni edina možna oblika 
proteasoma. V telesu sesalcev lahko najdemo še tri tkivno specifične izooblike proteasoma. 
Razlikujejo se v 20S podenoti. Timoproteasom lahko najdemo v kortikalnih epitelijskih 
celicah priželjca, kjer ima vlogo pri pozitivni selekciji T limfocitov. Spermatoproteasom se 
nahaja v testisih in sodeluje pri spermatogenezi. Imunoproteasom pa lahko najdemo v 
celicah in tkivih imunskega sistema (9). 
 
1.1.2 Imunoproteasom 
Približno 20 let po odkritju proteasoma se je v devetdesetih letih prejšnjega stoletja začel v 
strokovni literaturi pojavljati tudi imunoproteasom (iP) (10). Ta se nahaja predvsem v tkivih 
in celicah imunskega sistema, kot so limfociti T, limfociti B, monociti, makrofagi, 
dendritične celice in epitelijske celice iz sredice priželjca. V teh celicah je med 70% in 90% 
iP, preostanek pa cP. Kot je bilo kasneje ugotovljeno, pa ga lahko najdemo tudi v drugih 
celicah in tkivih, razen v možganih (9). To se zgodi pod vnetnimi in stresnimi pogoji, ko 
celice proizvedejo veliko provnetnih citokinov, kot so IFN-γ, IFN-β, IFN-α in TNF-α, ki 
povzročijo prednostno povišano izražanje iP nasproti cP. Od naštetih citokinov je 
najmočnejši induktor IFN-γ (11).  
 
Slika 3: Razlika med 20S podenoto konstitutivnega in imunoproteasoma ter različna 
poimenovanja β enot v literaturi. Slika povzeta po (12). 
Razlike med cP in iP v glavni 20S podenoti so strukturno zelo majhne, a velikega pomena. 
Razlikujeta se le v treh katalitskih podenotah (slika 3). Medtem ko ima cP podenote β1, β2 
in β5, so te v iP nadomeščene s podenotami β1i, β2i in β5i. Katalitska aktivnost podenote β1i 
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se spremeni v primerjavi z β1, kjer kaspazno aktivnost nadomesti kimotripsinska aktivnost. 
Podenoti β2i in β5i pa obdržita enako katalitsko aktivnost in jo le povečata glede na β2 in 
β5. Zaradi tega so peptidi, nastali skozi iP, bolj hidrofobni kot tisti, ki so nastali v cP, in se 
zato bolje prilegajo strukturi poglavitnega histokompatibilnega kompleksa razreda 1 (ang. 
major histocompatibility complex - MHC) (10). Kar pa učinkovitost razgradnje z iP še 
dodatno poveča, je sprememba v regulatorni podenoti (13). Podenoto 19S, značilno za cP, 
pri iP zamenja manjša podenota 11S. Ta je v nasprotju z 19S neodvisna od ATP, zato lahko  
sprejme več različnih proteinov (tudi virusne) in to hitreje kot cP (14). 
Preglednica I: Pregled glavnih razlik med cP in iP. Povzeto po (14). 
 
KONSTITUTIVNI 
PROTEASOM 
IMUNOPROTEASOM 
Izražanje V vseh evkariontih Pri vseh vretenčarjih s čeljustjo 
Katalitične 
podenote 
β1, β2, β5 β1i, β2i, β5i 
Hitrost izgradnje 
proteasoma v 
celici 
Počasneje (~82 minut) Hitreje (~21 minut) 
Razgradnja 
proteinov 
Le v prisotnosti ATP V prisotnosti ATP ali brez 
Proteazna 
aktivnost 
β1 – kaspazna akivnost 
β2 – tripsinska aktivnost 
β5 – kimotripsinska aktivnost 
β1i - ↓ kaspazna aktivnost (bolj 
kimotripsinska aktivnost) 
β2i - ↑ tripsinska aktivnost 
β5i - ↑ kimotripsinska aktivnost 
Glavna vloga 
Proteinska homeostaza in 
njihova razgradnja 
Proizvodnja peptidov za 
predstavitev na MHC razred I 
Razpolovni čas Daljši (~133 ur) Krajši (~27 ur) 
 
Sestavljanje imunoproteasoma je lahko tudi nepopolno, če se pri tem zamenjajo le nekatere 
katalitične podenote. Tako lahko nastane kar 36 različnih 20S podenot − t.i. mešanih 
proteasomov – z različnimi katalitičnimi aktivnostmi, ki še dodatno obogatijo skupino 
nastalih peptidov. Če se na 20S podenoto na eni strani pripne regulatorna podenota 19S, na 
drugi strani pa regulatorna podenota 11S, govorimo o hibridnem proteasomu (slika 4) 
(10,14). 
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Slika 4: Možne kombinacije podenot 20S in i20S z regulatornima podenotama. Prirejeno po 
(15). 
Glavna naloga iP je proizvesti veliko količino raznolikih peptidov, ki zagotavljajo širši 
spekter, kot jih lahko proizvede le cP. Ti so nato s pomočjo MHC razreda I predstavljeni 
citotoksičnim limfocitom T (CD8+) in tako zagotavljajo nepogrešljivi del imunskega 
odgovora. Poleg tega pa je njihova naloga tudi odstranjevanje proteinskih agregatov, ki 
pospešeno nastajajo med oksidativnim stresom (13,16). Zaradi teh funkcij ima iP pomembno 
vlogo pri mnogih oblikah raka (npr.: multipli mielom, rak prostate, pljuč, ledvic, kože, 
ledvic…), avtoimunskih boleznih (Crohnova bolezen, ulcerativni kolitis, astma, artritis, 
kronični tiroiditis…), infekcijskih boleznih (predvsem virusnih obolenjih) ter nevroloških in 
metabolnih motnjah. 
Vendar pa vloga iP ni popolnoma enaka pri vseh bolezenskih stanjih. Že znotraj rakavih 
obolenj je pri nekaterih vrstah raka problem povečano izražanje iP (npr. pri raku prostate), 
pri drugih pa zmanjšano (npr. pri raku debelega črevesa). Gre predvsem za zmanjšano 
izražanje β5i podenote, kar privede do manjšega nabora proteinov za predstavitev,  zaradi 
česar se rak lahko širi. Pri avtoimunskih boleznih je veliko študij ugotovilo povišane 
vrednosti iP. Posledice so predvsem povišana aktivacija in mobilizacija vnetnih celic in 
produkcija citokinov. Pri virusnih infekcijah iP nima glavne vloge. Do popolnega imunskega 
odgovora lahko pride tudi popolnoma neodvisno od iP. Kljub temu pri nekaterih virusih (npr. 
influenca A) iP pomaga pri predstavitvi antigenov in proliferaciji T celic. Pri nevroloških 
motnjah, kot so Huntingova bolezen, Alzheimerjeva bolezen in multipla skleroza, iP vpliva 
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predvsem na količino proteinov. Povečano izražanje iP pomeni tudi povečano razgradnjo 
proteinov, kar doprinese k napredovanju bolezni (13,14,17). Do večine teh ugotovitev so 
raziskovalci prišli s pomočjo študij na mišjih modelih z izbitim genom za celoten iP ali 
njegove podenote. Vedno nove vloge iP v patologijah pa se odkrivajo predvsem z uporabo 
bolj in manj selektivnih zaviralcev (imuno)proteasoma. S pomočjo manjših študij na 
pacientih z avtoimunsko hemolitično anemijo, lupusom nefritisom in 
membranoproliferativnim glomerulonefritisom, asociiranim z lastnimi protitelesi, so 
pokazali dobrobit neselektivnih zaviralcev proteasoma, čeprav mehanizmi delovanja niso 
popolnoma znani. Lahko gre za indukcijo izčrpanosti T celic, lahko za zmanjšanje nastanka 
telesu lastnih protiteles, lahko pa so zraven vključeni še vedno neznani mehanizmi (18). 
 
1.2 ZAVIRALCI (IMUNO)PROTEASOMA 
Glede na to, pri koliko boleznih sta cP in iP ključnega pomena, se temu primerno razvijajo 
tudi učinkovine, ki bi bile sposobne modulirati njuno aktivnost. Leta 2003 so v Združenih 
državah Amerike odobrili prvi proteasomski zaviralec bortezomib za zdravljenje 
diseminiranega plazmocitoma (14). Leto kasneje ga je odobrila tudi Evropska agencija za 
zdravila (EMA) (19). Bortezomib je neselektivni zaviralec in se veže tako na cP kot tudi iP 
(20). Razvijanje zaviralcev se nadaljuje, zato število kliničnih raziskav raste. Danes 
poznamo že precejšnje število neselektivnih zaviralcev, vedno več pa je tudi iP selektivnih 
spojin (21,22).  
Preglednica II: Seznam izbranih zaviralcev (imuno)proteasoma 
Neselektivni zaviralci iP Selektivni zaviralci iP 
Bortezomib ONX-0914 (PR-957) 
Karfilzomib LU-005i 
Iksazomib PR-924 (IPSI) 
Marizomib PSF (peptido sulfonil fluorid) 
Oprozomib Oksatiazoloni 
Delanzomib UK-101 
LC53-0110 IPSI-001 
FV-162 YU-102 
 DPLG-3 
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1.2.1 Karfilzomib 
Karfilzomib (tudi PR-171) je po svoji strukturi tetrapeptidni epoksiketonski analog 
epoksomicina (slika 5). Uvrščamo ga med ireverzibilne neselektivne zaviralce proteasoma, 
saj tvori kovalentne vezi s cP in iP. Je druga generacija zaviralcev proteasoma. Tako po 
strukturi kot tudi mehanizmu delovanja se precej razlikuje od bortezomiba. Medtem ko ima 
bortezomib sposobnost vezave na vsa katalitično aktivna mesta znotraj cP in iP, se 
karfilzomib specifično veže na podenoti β5 in β5i. S tem selektivno zavre le kimotripsinsko 
aktivnost, hkrati pa nima sposobnosti neselektivne vezave na druge serinske proteaze, kar 
zmanjšuje pojav netarčnega delovanja, ki je pri bortezomibu glavni razlog za neželene 
učinke, kot je periferna nevropatija (20,23). 
V Sloveniji je karfilzomib registriran pod imenom Kyprolis in je namenjen zdravljenju 
odraslih bolnikov z diseminiranim plazmocitomom. Uporablja se ga v kombinaciji z 
lenalidomidom in deksametazonom ali le v kombinaciji s samim deksametazonom (24).  
Potekajo tudi klinične študije z uporabo karfilzomiba pri zdravljenju amiloidoze lahkih verig 
(AL) in limfoma plaščnih celic (25,26). 
  
Slika 5: Kemijski strukturi karfilzomiba (levo) (27) in bortezomiba (desno) (28). 
 
1.2.2 PR-957 
PR-957 ( pogosto imenovan tudi ONX-0914) je prva učinkovina, ki se je v literaturi pojavila  
kot kovalentni selektivni zaviralec iP. Po kemijski strukturi je precej podobna karfilzomibu, 
toda sprememba je dovolj velika, da 20-40x bolj selektivno zavira delovanje podenote β5i 
kot β5 (slika 6). Tako specifično zaviranje prepreči predstavitev epitopov na MHC razreda I, 
ki bi jih povzročila podenota β5i, hkrati pa zavre tudi nastanek vnetnih citokinov, kot so IFN-
γ, interlevkin-2 in interlevkin-23 (29). 
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PR-957 ima velik potencial pri zdravljenju mnogih bolezni, predvsem vnetnih in 
avtoimunskih. Med njimi so revmatoidni artritis, sistemski lupus in miastenija gravis 
(20,30). V eni od študij so na mišjem modelu virusnega miokarditisa pokazali, da zdravljenje 
s PR-957 deluje protektivno na srce. Pride do manjše infiltracije monocitov in makrofagov, 
manj je tudi provnetnih citokinov in kemokinov. Taka imunska homeostaza izboljša minutni 
volumen srca, kar posledično izboljša možnost preživetja živali (31). 
 
1.2.3 DPLG-3 
DPLG-3 je eden novejših zaviralcev. V osnovi ima dipeptidno strukturo, a se v nasprotju z 
bortezomibom, karfilzomibom in ONX-0914 veže nekovalentno oz. reverzibilno (slika 6). 
Je pa tudi zelo selektiven zaviralec iP. Ima kar 11000-krat večjo afiniteto za podenoto β5i kot 
za podenoto β5c (22). Raziskovalci sklepajo, da bo močna selektivnost in nekovalentna 
vezava zmanjšala pojavnost netarčnega delovanja (32). DPLG-3 predstavlja tudi dobro 
orodje za ugotavljanje specifičnih funkcij podenote β5i na različnih bolezenskih modelih in 
vplivov njenega zaviranja na različnih stopnjah patogenega procesa. 
Do sedaj je bil objavljen en sam članek raziskave z uporabo DPLG-3. Na mišjem modelu so 
preizkušali, kako se terapija z DPLG-3 obnese v zdravljenju avtologne presaditve srca. 
Rezultati so pokazali, da kratkotrajno zdravljenje z DPLG-3 takoj po transplantaciji, in sicer  
v kombinaciji z enkratnim odmerkom CTLA-4-Ig (novo protitelo proti proteinskemu 
receptorju CTLA-4, ki ima vlogo v imunskem sistemu) podaljša življenjsko dobo 
presajenega srca, saj zmanjša možnost zavrnitve organa. Dokazali so več mehanizmov, po 
katerih delujeta omenjeni terapiji. DPLG-3 spodbuja tudi izčrpanost T celic, kar verjetno 
privede do višje tolerance za aloantigene in avtoantigene. Hkrati terapija ni ne široko 
imunosupresivna ne citotoksična (18). 
  
Slika 6: Kemijski strukturi ONX-0914 (levo) (30) in DPLG-3 (desno) (18). 
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1.3 MESTO ZAVIRALCEV (IMUNO)PROTEASOMA V 
ZDRAVLJENJU PATOLOGIJ 
Dandanes so registrirane le 3 zdravilne učinkovine, ki spadajo v skupino proteasomskih 
zaviralcev. To so bortezomib (pod imenom Velcade), karfilzomib (pod imenom Kyprolis) 
in iksazomib (pod imenom Ninlaro). Vsi trije spadajo med neselektivne zaviralce 
proteasoma in so registrirani za uporabo pri odraslih bolnikih z diseminiranim 
plazmocitomom. Le Velcade ima dodano indikacijo za zdravljenje odraslih bolnikov z 
limfomom plaščnih celic (24,33,34). 
Ker pa iP sodeluje pri številnih različnih bolezenskih stanjih, aktivno poteka veliko kliničnih 
študij, ki ugotavljajo, kje je mesto zaviralcev (imuno)proteasoma v terapiji teh bolezni. To 
so na primer revmatoidni artritis (in na splošno avtoimunske bolezni), virusne okužbe, pa 
tudi različne vrste raka (16,35–38). Zaviralci iP so predvsem obetavni v terapiji različnih 
vrst levkemij, tudi pri kronični limfocitni levkemiji. 
 
1.3.1 Kronična limfocitna levkemija (KLL) 
Levkemije so na splošno redke bolezni s pojavnostjo 10 na 100000 ljudi letno. So maligne 
bolezni krvi mieloidnega ali limfoidnega izvora, ki pa so lahko akutne ali kronične. Njihova 
skupna značilnost je, da se močno poveča število levkocitov, predvsem nezrelih, v kostnem 
mozgu in krvi, kar začne ovirati tvorbo vseh normalnih krvnih celic, ki jih nujno potrebujemo 
za preživetje (39,40). 
Kronična limfocitna levkemija (KLL) je ena najpogostejših levkemij, sploh v višji starosti. 
V povprečju se pojavi nekje med 65 in 67 letom starosti. V večini primerov pacienti ne 
kažejo simptomov, sama bolezen pa se odkrije med rutinskimi ali drugimi preiskavami krvi. 
KLL karakterizira absolutna limfocitoza z več kot 5x109 limfocitov/L in neinvaziven potek. 
Kljub temu da gre za neozdravljivo bolezen, ima v določenih oblikah dobro prognozo. 
Povprečna doba preživetja po postavljeni diagnozi ob novodobnem zdravljenju je 10 let, 
možnost petletnega preživetja pa kar 80% (39,41). 
Za postavitev diagnoze KLL ob limfocitozi je potrebna imunofenotipizacija. Na površini 
limfocitov ima klon KLL praviloma T-celični antigen CD5 in B-celične antigene CD19, 
CD20 in CD23. V primerjavi z normalnimi zrelimi limfociti B sta površinska 
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imunoglobulina CD20 in CD79b v klonu KLL manj izražena. Krvna slika poleg limfocitoze 
lahko pokaže še znižano ali normalno raven hemoglobina in manjše ali enako število 
trombocitov. Na razmazu venske krvi so pogosto vidni majhni in srednje veliki limfociti, 
občasno pa lahko zasledimo tudi razpadle celice (Gumprechtove sence) (slika 7). Razmaz 
kostnega mozga je potreben le v primeru odločitve za začetek zdravljenja, v njem pa lahko 
zasledimo infiltrirane limfocite (39,41). 
 
Slika 7: Razmaz venske krvi bolnika s KLL s prisotnimi Gumprechtovimi sencami. Slika 
povzeta po (42). 
Kot že omenjeno, so mnogi bolniki ob postavitvi diagnoze asimptomatski, lahko pa so 
visokemu številu limfocitov pridružene še druge težave. To so povečane bezgavke, povečani 
organi (sploh vranica), pogoste oportunistične okužbe z visoko vročino (zaradi zmanjšanega 
števila zrelih limfocitov in padca imunskega sistema), anemija in trombocitopenija (zaradi 
hemolize ali infiltracije kostnega mozga). Pacienti imajo pogosto lahko pridruženo 
avtoimunsko hemolitično anemijo ali trombocitopenijo. Povišano imajo tudi tveganje za 
nastanek sekundarnega raka (3-krat), predvsem raka pljuč, prebavil in kože (39,41). 
Citogenetske preiskave so dodatno potrebne pred začetkom terapije, saj imajo veliko 
prognostično vrednost. Bolniki z izolirano delecijo daljše roke kromosoma 13 imajo boljšo 
prognozo od bolnikov z delecijo na kromosomih 11 ali 17, kjer bolezen napreduje veliko 
hitreje. Bolezen bo ravno tako hitreje napredovala v primeru trisomije kromosoma 12 
(39,43). 
Bolezen se lahko ovrednoti po dveh prognostičnih lestvicah – po Raiu in Binetu. Pri nas se 
uporablja Binetova lestvica. Stadij bolezni se razvrsti v eno od treh kategorij A, B ali C. Za 
zdravljenje se odločimo le v primeru, če je bolezen že napredovala na stopnjo B (s prisotnimi 
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simptomi) ali C. Hkrati pa glede na odločitev o začetku zdravljenja vplivajo tudi dejavniki, 
kot so starost, priključene bolezni in splošna fizična pripravljenost pacienta (39,41). 
Preglednica III: Binetova razdelitev KLL. Povzeto po (41) 
Stopnja A 
Povečane bezgavke in/ali organi v manj kot treh področjih. Anemija in 
trombocitopenija še nista prisotni. 
Stopnja B 
Povečane bezgavke in/ali organi v več kot treh področjih. Anemija in 
trombocitopenija še nista prisotni. 
Stopnja C Anemija in/ali trombocitopenija. 
 
Za terapijo uporabljamo tako kemoterapijo kot imunoterapijo, pogosto tudi v kombinaciji. 
Načeloma se paciente razdeli na tiste z delecijo na kromosomu 17 (ti izgubijo tumorski 
zaviralec p53) in tiste brez. Paciente z nespremenjenim kromosomom 17 se zdravi s 
kombinacijo protiteles proti CD20 in citostatika. Te paciente se še dodatno razdeli na mlajše 
in starejše ter paciente s komorbidnostjo in brez nje. Mlajše, sicer zdrave paciente, se zdravi 
s kombinacijo rituksimaba (protitelo proti CD20) in citostatikoma fludarabin in 
ciklofosfamid (kombinacija FCR). Za drugače zdrave, a starejše paciente se raje uporabi 
kombinacijo bendamustina in rituksimaba. Le-ta prinaša manj popolnih ozdravitev, a je 
tudi verjetnost infekcij manjša. Pri starejših z drugimi komorbidnostmi pa uporabimo 
novejšo učinkovino obinutuzumab (ali rituksimab) in citostatik klorambucil. Bolniki z 
delecijo na kromosomu 17 pa se slabo odzivajo na tovrstna zdravljenja. Pri njih raje 
uporabimo nove kinazne zaviralce, kot sta idelalisib in ibrutinib z dodatkom rituksimaba 
ali brez njega. Pri sicer zdravih pacientih, ki se odzovejo na zdravljenje z zaviralci, se lahko 
še dodatno razmisli o alogenski presaditvi hematopoetskih matičnih celic (41,44). 
Preglednica IV: Pregled zdravilnih učinkovin in način njihovega delovanja 
Učinkovina Skupina Mehanizem delovanja 
RITUKSIMAB Protitelo proti CD20 
Ob vezavi na CD20 sproži celično smrt (od 
komplementa odvisna citotoksičnost ali od 
protiteles odvisna celična citotoksičnost) – 
apoptoza (45) 
OBINUTUZUMAB 
Protitelo proti CD20 
(nova generacija) 
Od protiteles odvisna celična citotoksičnost 
in fagocitoza (46) 
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FLUDARABIN 
Analog purinskih 
baz 
Moti sintezo DNA, RNA in proteinov. To 
upočasni celično rast in lahko sproži tudi 
celično smrt (47) 
CIKLOFOSFAMID 
Alkilirajoči 
citostatik, analog 
dušikovega iperita 
Povzroči zlome v DNA in napačne ter 
križne povezave znotraj DNA in med DNA 
in proteini (48) 
KLORAMBUCIL 
Alkilirajoči 
citostatik, analog 
dušikovega iperita 
Ovira replikacijo DNA. To povzroči 
apoptozo (49) 
BENDAMUSTIN 
Alkilirajoči 
citostatik 
Povzroči nepravilno povezovanje enojnih 
in dvojnih verig DNA (50) 
IDELALISIB Kinazni zaviralec 
Zavira fosfatidilinozitol 3-kinazo p110δ, ki 
je hiperaktivna v malignih B celicah. 
Prisotna je na mnogih poteh, ki nadzorujejo 
rast in preživetje celice (51) 
IBRUTINIB Kinazni zaviralec 
Zavira Bruton tirozin kinazo s tvorbo 
kovalentne vezi v aktivnem mestu. To je 
pomembna signalna molekula za antigenski 
receptor B celic. Zavira deljenje, preživetje 
in migracijo malignih B celic (52) 
 
Kljub temu da so zgoraj naštete možne terapije v mnogih primerih uspešne, se pogosto 
bolezen lahko po dveh do treh letih vrne. Problem je predvsem rezistenca na izbrano terapijo. 
V primeru protiteles proti CD20 so problem pacienti, pri katerih upade število CD20, 
prisotnih na membrani B celic. Pri tovrstnem upadu rituksimab ne bo več učinkovit, uporabi 
pa se lahko protitelo proti CD20 nove generacije obinutuzumab (od leta 2013) (53). Pogosta 
je tudi rezistenca na fludarabin, kadar rezistentni kloni proizvedejo več P-glikoproteina, ki 
fludarabin 'črpa' iz celic (54). Pri alkilirajočih citostatikih je rezistenca odvisna predvsem od 
sposobnosti celice za popravljanje napak na DNA ravni. Med drugimi v procesu rezistence 
sodelujeta tudi glutation in encim aldehidna dehidrogenaza (55). Bendamustin pogosto tvori 
nevzkrižno rezistenco s fludarabinom ali klorambucilom, ravno tako pa je manj učinkovit 
pri pacientih z delecijo kromosoma 17p (56). Rezistenci na idelalisib in ibrutinib sta le delno 
znani. Pride lahko do pridobljenih mutacij za vezavno mesto ibrutiniba. Rezistenca na 
idelalisib pri pacientih s KLL še ni bila opisana in lahko le sklepamo, po kakšnih mehanizmih 
bi lahko nastala (57). 
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Nobena obravnavana terapija ni kurativna. Vse so namenjene zgolj zdravljenju simptomov. 
Le uporaba alogenskih hematopoetskih matičnih celic predstavlja možnost kurative. Ker so 
za to terapijo primerni samo mlajši bolniki v fizično dobrem stanju, hkrati pa morajo imeti 
primernega darovalca, ta smer zdravljenja ni pogosta. Pri pacientih, ki uspešno opravijo 
postopek presaditve, je petletno mirovanje bolezni pričakovano v približno 50%. Problem je 
predvsem kronična bolezen presadka proti gostitelju, ki se pojavi v 50% primerov (57,58). 
Za lažjo odločitev o izbiri terapije obstaja tudi Internacionalni prognostični indeks za KLL 
(CLL-IPI), ki z različno težo upošteva pet samostojnih prognostičnih dejavnikov (stanje 
tumorskega zaviralca p53, starost, klinična stopnja bolezni, mutacije težkih verig 
imunoglobulinov in vrednosti β2-mikroglobulinov). Bolniki so tako razdeljeni v 4 
kategorije, katerih pričakovano preživetje po 5 letih se močno razlikuje. Za paciente z nizkim 
tveganjem je zelo dobro z 93,2% verjetnostjo, a pri pacientih, ki so uvrščeni v skupino z zelo 
visokim tveganjem, pa je možnost petletnega preživetja le 23,3%. Z vsakim poslabšanjem 
bolezni se njena trdovratnost le še poveča. Pojavnost delecije kromosoma 17p je pri še 
nezdravljenih bolnikih 7%, pri bolnikih, ki so doživeli poslabšanje pa kar 30%. Pred 
registracijo idelalisiba in ibrutiniba so bolniki, ki so doživeli poslabšanje, imeli malo 
možnosti za ozdravitev, saj se bolezen v večini primerov ni več odzivala na obstajajočo 
terapijo (58). 
Prav to so razlogi, da se na področju terapije KLL še vedno išče nove potencialne tarče in 
učinkovine, ki bi lahko vplivale nanje. S tem bi lahko izboljšali možnosti pacientov, 
predvsem tistih z zelo visokim tveganjem. 
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2. NAMEN DELA 
Znano je že, da se proteasom in imunoproteasom izražata v celicah imunskega sistema in 
sodelujeta pri mnogih avtoimunih boleznih in nekaterih oblikah raka. Ravno tako se zaviralci 
(imuno)proteasoma že uporabljajo v terapevtskem pristopu zdravljenja diseminiranega 
plazmocitoma in limfoma plaščnih celic. Namen našega dela pa je ovrednotiti in vitro 
učinkovitosti treh različno selektivnih zaviralcev (imuno)proteasoma nasproti celicam KLL 
ter preveriti, ali njihova citotoksičnost korelira z izražanjem katalitično aktivnih podenot β5c  
in β5i. 
Za vse poizkuse bomo uporabili 11 vzorcev limfocitov B, ki bodo predhodno izolirani iz 
krvi bolnikov s kronično limfocitno levkemijo. Vzorci krvi so bili pridobljeni v času študije, 
ki jo je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko. 
Najprej bomo preverjali citotoksičnost zaviralcev (imuno)proteasoma. Uporabili bomo 
neselektivni zaviralec karfilzomib in dva različno selektivna zaviralca za imunoproteasom, 
PR-957 in DPLG-3. Vsak zaviralec bomo v različnih naraščajočih koncentracijah dodali 
malignim celicam in opazovali njihovo stanje po 24 in 48 urah. Za merjenje citotoksičnega 
učinka na celice bomo uporabili test metabolne aktivnosti z reagentom PrestoBlue. 
Ugotovitve bomo podali kot IC50 vrednosti. 
V nadaljevanju bomo preverjali gensko izražanje podenot (imuno)proteasoma (β5c in β5i; β2c 
in β2i; β1c in β1i). Iz vzorcev bomo izolirali RNA in jo prepisali v komplementarno DNA, ki 
jo bomo uporabili pri kvantitativni verižni reakciji s polimerazo v realnem času. 
Normalizirane podatke o relativnem genskem izražanju bomo nato uporabili pri 
ovrednotenju interindividualnih razlik med pacienti in poskušali ugotoviti, ali dobljene  
vrednosti morebiti korelirajo s citotoksičnim učinkom uporabljenih zaviralcev. Osredotočili 
se bomo predvsem na podenoti β5c in β5i, na katere zaviralci delujejo selektivno. 
Iz vzorcev bomo izolirali tudi proteine, saj želimo ovrednotiti, (i) ali obstajajo razlike v 
izražanju katalitično aktivnih podenot med bolniki s KLL in (ii) ali proteinska raven 
izražanja podenote β5c in β5i morebiti korelira s citotoksičnim učinkom uporabljenih 
zaviralcev. Proteine bomo s poliakrilamidno gelsko elektroforezo z dodatkom natrijevega 
lavrilsulfata ločili po velikosti in jih s postopkom western prenesli na membrano. Izražanje 
posameznih podenot (imuno)proteasoma bomo določil z uporabo specifičnih primarnih 
protiteles.  
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3. MATERIALI 
3.1 MATERIALI IN NAPRAVE 
Preglednica V: Seznam materialov in naprav, uporabljenih pri laboratorijskem delu 
MATERIAL/NAPRAVA PROIZVAJALEC DRŽAVA 
384-jamične PCR plošče Lightcycler® 480 
(FrameStarR) 
Roche Švica 
6-, 12-, 24- in 96-jamične sterilne mikrotitrske 
plošče za gojenje celičnih kultur 
TPP Švica 
96-jamična sterilna mikrotitrska plošča za 
gojenje celičnih kultur 
TPP Švica 
96-jamične sterilne črne mikrotitrske plošče  NunclonTM Delta Surface Nemčija 
avtoklav Steriltechnik AG Nemčija 
avtoklav A-21 Kambič, laboratorijska oprema Slovenija 
avtomatska multikanalna pipeta Eppendorf Nemčija 
BD MicrolanceTM 3 igle Becton Dickinson Španija 
BD PlastipakTM brizgalke Becton Dickinson Španija 
centrifuga  Centrifuge 5415 R Eppendorf Nemčija 
centrifuga Centric 322A Tehtnica Slovenija 
centrifuga Centrifuge 543R Eppendorf Nemčija 
centrifuga Heraeus Megafuge 16R Centrifuge Thermo Scientific ZDA 
centrifugirke (15 in 50 mL) TPP Švica 
ciklični termostat C1000TM BioRad ZDA 
delovna komora z UV lučko (UVC/T-M-AR) Biosan Latvija 
delovna komora z UV lučko (UVT-S-AR) Sigma Latvija 
folija Lightcycler® za zaščito Roche Švica 
grelna posoda s kamenčki Memmert Nemčija 
hemocitometer BRAND GMBH + CO KG Nemčija 
hladilnik z zamrzovalnikom Gorenje Slovenija 
HP50 Shaker Oven 
Apollo Instrumentation for 
Molecular Biology 
ZDA 
iBlotTM 2 Gel Transfer Device Invitrogen ZDA 
inkubator Sanyo Japonska 
invertni svetlobni mikroskop (Olympus 
CK40) Olympus optical 
Olympus optical Nemčija 
kadička za elektroforezo BioRad ZDA 
kasete za pripravo gelov za elektroforezo z 
glavničkom 
BioRad ZDA 
komora z laminarnim pretokom zraka (LAF 
komora) 
Siemens ZDA 
komplet iBlot™ 2 Transfer Stacks Invitrogen ZDA 
krioviale Sarstedt Nemčija 
krovna stekla Assistent Nemčija 
mikrocentrifugirke (epice) - volumni: 0,5 mL, 
1,5 mL in 2 mL 
Eppendorf Nemčija 
mikrotitrski čitalec (BioTek Synergy HT) Biotek ZDA 
minicentrifuga Mini Centrifuge MCF-2360 LMS Japonska 
 16 
multikanalna pipeta (100 μL) Eppendorf Nemčija 
NanoDropTM OneC spektrofotometer Thermo Scientific ZDA 
natančna tehtnica Acculab ZDA 
nitrilne zaščitne rokavice LLG Labware Nemčija 
parafilm Bemis Company, Inc. ZDA 
PCR analizator Lightcycler® 480 II Roche Švica 
Pipetboy 2 Integra Biosciences AG Švica 
pipete 0,1-2,5 μL, 0,5-10 μL, 20-200 μL, 100-
1000 μL 
Eppendorf Nemčija 
posode T-flask za gojenje celičnih kultur TPP Švica 
programska oprema Gen5 BioTek Biotek ZDA 
programska oprema GraphPad Prism 8 GraphPad Software ZDA 
programska oprema Lightcycler® 480  Roche Švica 
serološke pipete za enkratno uporabo 
(volumni: 5, 10, 25, 50 mL) 
TPP Švica 
steklene petrijevke Sigma-Aldrich ZDA 
sterilni nastavki za pipete Eppendorf Nemčija 
toplotna kopel WB-4MS Biosan ZDA 
Ultrasonic Hemogenizer 4710 Series Cole-Parmer Instrument Co. ZDA 
vibracijski mešalnik (Vortex GENIE 2) Scientific industries ZDA 
vibracijski mešalnik Bio Vortex V1 Biosan Latvija 
vibracijski mešalnik Combi-Spin Biosan ZDA 
vir napetosti in električne energije za 
elektroforezo 
Bio Rad ZDA 
zamrzovalnik − 80 ̊C VWR ZDA 
 
 
3.2 KEMIKALIJE 
Preglednica VI: Seznam kemikalij, uporabljenih pri laboratorijskem delu 
KEMIKALIJA PROIZVAJALEC DRŽAVA 
2-merkaptoetanol (2-ME) Sigma-Aldrich ZDA 
70% etanol (sterilen, pripravljen iz 96% 
etanola) 
ECP, d.o.o. Slovenija 
akrilamid (AA) Sigma-Aldrich ZDA 
amonijev persulfat (APS) Sigma-Aldrich ZDA 
avtoklavirana ultra čista voda FFA Slovenija 
bisakrilamid (BA) Sigma-Aldrich ZDA 
bromfenol modro Merck Nemčija 
deionizirana voda / / 
DMSO Sigma-Aldrich ZDA 
DPLG-3 FFA Slovenija 
DTT (ditiotreitol) BioRad ZDA 
etilendiaminotetraocetna kislina (EDTA) Sigma-Aldrich ZDA 
EvaGreen® qPCR Mix Plus Solis BioDyne ZDA 
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FBS (10% fetalni goveji serum) Gibco ZDA 
fosfatazni zaviralec Sigma-Aldrich ZDA 
glicerol      Riedel-de Haën Nemčija 
glicin Sigma-Aldrich ZDA 
goveji serumski albumin (BSA) Sigma-Aldrich ZDA 
imunoproteasom (čisti) Boston Biochem ZDA 
izopropanol Merck Nemčija 
karfilzomib Selleck Chemicals ZDA 
kloroform Merck Nemčija 
komplet reagentov DC™ Protein Assay Bio Rad ZDA 
komplet reagentov High-Capacity cDNA 
Reverse Transcription  
KitApplied Biosystems ZDA 
komplet reagentov Pure LinkTM RNA Micro-
to-Midi Kit 
Invitrogen ZDA 
L-glutamin Sigma-Aldrich ZDA 
Na-deoksiholat Thermo Scientific ZDA 
natrijev dodecilsulfat (SDS) Sigma-Aldrich ZDA 
NP-40 (detergent) Thermo Fisher ZDA 
oligonukleotidna začetnika za gen GUSB Sigma-Aldrich ZDA 
oligonukleotidna začetnika za gen PSMB10 
(β2i) 
Sigma-Aldrich ZDA 
oligonukleotidna začetnika za gen PSMB5 
(β5) 
Sigma-Aldrich ZDA 
oligonukleotidna začetnika za gen PSMB6 
(β1) 
Sigma-Aldrich ZDA 
oligonukleotidna začetnika za gen PSMB7 
(β2) 
Sigma-Aldrich ZDA 
oligonukleotidna začetnika za gen PSMB8 
(β5i) 
Sigma-Aldrich ZDA 
oligonukleotidna začetnika za gen PSMB9 
(β1i) 
Sigma-Aldrich ZDA 
oligonukleotidna začetnika za gen RPLP0 Sigma-Aldrich ZDA 
PR-957 FFA Slovenija 
penicilin, streptomicin Sigma-Aldrich ZDA 
posneto mleko v prahu Merck Nemčija 
PrestoBlueTM cell viability reagent Invitrogen ZDA 
proteasom (čisti) Boston Biochem ZDA 
proteazni zaviralec Sigma-Aldrich ZDA 
raztopina tripanskega modrila Thermo Fisher ZDA 
RPMI-1640 medij Sigma-Aldrich ZDA 
saharoza           Sigma-Aldrich ZDA 
SeaBlue® Plus2 Prestained Standard Invitrogen ZDA 
SYBR® Select Master Mix Thermo Fisher ZDA 
TEMED Sigma-Aldrich ZDA 
Trizma® base (Tris pufer) Sigma-Aldrich ZDA 
Trizol® reagent Thermo Fisher ZDA 
Tween® 20 Sigma-Aldrich ZDA 
voda brez RNAz Sigma-Aldrich ZDA 
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3.3 RAZTOPINE, PUFRI, MEDIJI IN PROTITELESA 
Preglednica VII: Seznam raztopin s sestavami, uporabljenimi pri laboratorijskem delu 
RAZTOPINA SESTAVA SHRANJEVANJE 
Pufer za ločevalni gel  1,5M Tris pufer, pH=8,8 hladilnik, +4°C 
Pufer za koncentracijski gel 0,5M Tris pufer, pH=6,8 hladilnik, +4°C 
APS pufer 
10% APS 
topilo: dH2O 
zamrzovalnik, −20°C 
10x Tris pufer (10x TBS) 
250 mM Tris pufer, pH=7,4 
1370 mM NaCl 
30 mM KCl 
topilo: dH2O 
sobna temperatura 
1x Tris pufer (1x TBS) 
10% 10x TBS 
topilo: dH2O 
sobna temperatura 
1x TBS z dodanim Tweenom 
100 mL 10x TBS 
900 mL dH2O 
1 mL Tween® 20 
sobna temperatura 
3x nanašalni pufer (3x SLB) – 
pred uporabo ga je potrebno 3x 
razredčiti z dH2O 
30% glicerol 
0,3% bromfenol modro 
9% SDS 
195 mM Tris-HCl, pH=6,8 
topilo: dH2O 
zamrzovalnik, −20°C 
5x elektroforezni pufer – pred 
uporabo ga je potrebno 5-krat  
razredčiti z dH2O 
125 mM Tris pufer, pH=8,3 
960 mM glicin 
0,5 % SDS 
topilo: dH2O 
sobna temperatura 
RIPA pufer 
50 mM Tris-HCl, pH=7,4 
150 mM NaCl 
1 mM EDTA 
1% NP-40 
0,5% Na-deoksiholat 
topilo: dH2O; 
 
Tik pred uporabo se doda 1% 
fosfataznega zaviralca in 1% 
proteaznega zaviralca. 
hladilnik, +4°C 
Lizirni pufer 
50 mM Tris pufer, pH=7,5 
250 mM saharoza 
5 mM MgCl2 
5 mM DTT 
topilo: dH2O 
hladilnik, +4°C 
Pufer za odstranjevanje 
protiteles (ang. stripping buffer) 
62,5 mM Tris pufer, pH=6,8 
100 mM 2-merkaptoetanol 
2% SDS 
topilo: dH2O 
sobna temperatura 
5% mleko 5% posnetega mleka v prahu 
Topilo: TTBS 
hladilnik, +4°C 
3% BSA          
3% BSA 
topilo: TTBS 
hladilnik, +4°C 
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Preglednica VIII: Sestava medija za gojenje celic KLL 
RPMI-1640 500 mL 
HD FBS 50 mL 
kombinacija antibiotika in antimikotika 
(penicilin in streptomicin) 
5,5 mL 
2-merkaptoetanol   50 μL 
L-glutamin 5,5 mL 
 
Preglednica IX: Seznam uporabljenih protiteles in njihovih redčitev 
PRIMARNA 
PROTITELESA 
REDČITEV V 5% 
mleku 
KATALOŠKA 
ŠTEVILKA 
PROIZVAJALEC 
mišje proti β1 s HRP 1:250 sc-374405 
Santa Cruz 
Biotechnology, ZDA 
mišje proti β2 1:500 sc-58410 
Santa Cruz 
Biotechnology, ZDA 
mišje proti β5 s HRP 1:500 sc-393931 
Santa Cruz 
Biotechnology, ZDA 
mišje proti β1i 1:500 sc-373689 
Santa Cruz 
Biotechnology, ZDA 
zajčje proti β2i 
1:2500 (izjema: v 3% 
BSA) 
HPA030225 Sigma-Aldrich, ZDA 
zajčje proti β5i 
1:2000 (izjema: v 3% 
BSA) 
HPA050327 Sigma-Aldrich, ZDA 
aktin 1:12000 A5316 Sigma-Aldrich, ZDA 
SEKUNDARNA 
PROTITELESA 
   
označena s hrenovo 
peroksidazo, proti- 
zajčja 
1:10000 AP307P 
Merck Millipore, 
ZDA 
označena s hrenovo 
peroksidazo, proti- 
mišja 
1:15000 AP308P 
Merck Millipore, 
ZDA 
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4. METODE DELA 
4.1 METODE DELA S CELICAMI 
4.1.1 Celični laboratorij in komora z laminarnim pretokom zraka 
Pri delu s celičnimi kulturami je potrebno poskrbeti za posebne aseptične pogoje, za katere  
poskrbimo v tako imenovanem celičnem laboratoriju. Vanj lahko vstopamo le v zato 
namenjeni čisti laboratorijski halji in obutvi, na rokah pa moramo ves čas imeti zaščitne 
rokavice. Pred vsakim začetkom dela s celičnimi kulturami moramo delovno površino, vso 
opremo, ki jo nameravamo uporabljati, in naše rokavice razkužiti s 70% etanolom. Po 
opravljenem delu postopek ponovimo. 
Delo s celičnimi kulturami izvajamo znotraj komore z laminarnim pretokom zraka (LAF 
komora), nameščene v celičnem laboratoriju. Komora vsebuje HEPA (ang. High efficiency 
particle) filter, skozi katerega potuje konstanten pretok zraka; ta ne vsebuje delcev, ki bi 
potencialno lahko kontaminirali naše vzorce. Ker zrak potuje laminarno, se zmanjša možnost 
nastanka turbulenc v zraku, kar še dodatno zmanjša možnost kontaminacije. Komora je 
opremljena tudi z UV lučko, ki jo prižgemo pred delom in po njem vsaj za 20 minut. To 
sterilizira delovno površino in pripomočke. 
 
4.1.2 Celične kulture 
Za naše poizkuse smo uporabili primarne celice KLL. To so limfociti B, ki so bili 
predhodno izolirani iz polne krvi bolnikov s potrjeno diagnozo KLL. Vzorci so bili 
shranjeni na −80°C. Pred uporabo smo celice odmrznili (glej 4.1.3). Gojili smo jih v 
mediju RPMI za celice KLL (glej 3.1), ki smo ga pred uporabo segreli na 37°C. 
V celičnem laboratoriju je nameščen tudi inkubator za gojenje celic. Naše celice KLL smo 
inkubirali pri 37°C v navlaženi atmosferi in 5% CO2. 
 
4.1.3 Odmrzovanje celic 
Iz zamrzovalnika (−80°C) smo vzeli po 2 krioviali, ki sta vsebovali 40 milijonov celic 
posameznega bolnika s KLL. Postavili smo ju za 1 minuto na 37°C. Celicam, namenjenim 
za zamrzovanje, je v mediju dodan 10% DMSO, ki deluje kot krioprotektant. Ta je pri sobni 
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temperaturi toksičen za celice, zato ga moramo odstraniti kar se da hitro. Celice smo počasi 
prenesli v svež medij (glej 3.1) in jih centrifugirali na 1200 rpm 5 minut. S tem se je DMSO 
izločil v supernatant, ki smo ga odlili, dobljeno peleto pa smo ponovno resuspendirali v 
svežem mediju. Tako pripravljene celice smo takoj uporabili za poizkuse. 
 
4.1.4 Štetje celic 
Za nadaljnje delo s celicami smo potrebovali podatek o njihovi dejanski koncentraciji in 
deležu živih in mrtvih celic (med postopkom zamrzovanja in odmrzovanja lahko celice v 
določeni meri umrejo). Koncentracijo in živost smo določali s štetjem živih in mrtvih celic 
na invertnem mikroskopu s pomočjo tripanskega modrila. Tripansko modrilo je barvilo, ki 
lahko preide celične stene mrtvih celic, v žive, nepoškodovane, pa ne vstopi. Pod 
mikroskopom se tako žive celice vidijo kot bele lise na modrem ozadju, mrtve celice pa kot 
temno modre lise. 
Celično suspenzijo (pridobljeno po postopku odmrzovanja, 4.1.3) smo najprej dobro 
premešali s serološko pipeto. 10 μL suspenzije smo prenesli v 500 μL vsebnik in ji dodali 
10 μL tripanskega modrila ter jo dobro premešali z vibracijskim mešalnikom. 10 μL 
pripravljene zmesi smo previdno prenesli na pripomoček za štetje celic, hemocitometer. To 
je stekelce z natančno izmerjenim volumnom in izrisanimi mrežnimi črtami (slika 8). 
 
Slika 8: Hemocitometer. Slika povzeta po (59,60) 
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Prešteli smo mrtve in žive celice v 4 mrežastih območjih hemocitometra (A, B, C in D), ki 
so med seboj razdeljena z gostejšo mrežo. Nato smo po Enačbi 1 izračunali koncentraciji 
mrtvih in živih celic v suspenziji. 
Š𝒕𝒆𝒗𝒊𝒍𝒐 𝒄𝒆𝒍𝒊𝒄 𝒎𝑳⁄ =
𝑨+𝑩+𝑪+𝑫
𝟒
× 𝑫𝑭 × 𝟏𝟎𝟒     Enačba 1 
A,B,C,D.......število živih oziroma mrtvih celic v posameznem območju hemocitometra 
DF...............faktor redčenja 
Za nadaljnje delo smo uporabili le celične kulture z živostjo ≥ 90 %. 
 
4.2 DOLOČANJE VREDNOSTI IC50  
4.2.1 Izpostavitev celic spojinam 
Pripravili smo suspenzijo primarnih celic KLL s koncentracijo 1,0 x 106 celic/mL. 
Suspenzijo smo dobro premešali s serološko pipeto. S pomočjo multikanalne pipete smo v 
dve sterilni črni mikrotitrski plošči s 96 vdolbinicami prenesli po 50 μL celične suspenzije. 
V dveh mikrotitrskih ploščah s 24 vdolbinicami smo pripravili raztopine dvakratne 
koncentracije preiskovanih spojin. Da smo dobili končne koncentracije spojin (preglednica 
XIV), smo po 50 μL raztopine dvakratne koncentracije dodali k že pripravljenim 50 μL 
celične suspenzije. Vse poskuse smo izvedli v dvojniku. 
Preglednica X: Končne koncentracije spojin, s katerimi smo tretirali KLL celice [nM] 
KARFILZOMIB PR-957 DPLG-3 
0.06 0.12 19,53 
0.12 0.24 39.06 
0.24 0.49 78.13 
0.49 0.98 156.25 
0.98 1.95 312.5 
1.95 3.91 625 
3.91 7.81 1250 
7.81 15.63 2500 
15.63 31.25 5000 
31.25 62.5 10000 
62.5 125  
125 250  
1000 500  
 1000  
 2000  
 4000  
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Za kontrolo smo v dve vdolbinici dali 100 μL same celične suspenzije. V drugih dveh 
vdolbinicah smo za dodatno kontrolo uporabili še celično suspenzijo z 0,2% DMSO. Te 
vdolbinice so predstavljale netretirano kontrolo. V 4 vdolbinice smo nato dodali le svež 
medij, kar je predstavljalo slepo vrednost. Tako pripravljeni mikrotitrski plošči smo nato 
postavili v inkubator (37 °C, 5% CO2). Ena plošča je bila namenjena za časovno točko pri 
24 urah, druga pa pri 48 urah. 
 
4.2.2 Test metabolne aktivnosti 
Citotoksičnost spojin smo določali s testom metabolne aktivnosti. Za ta test obstaja več 
različnih reagentov, vsi pa temeljijo na merjenju presnove substratov. Ko celice umrejo, se 
njihova metabolna aktivnost zelo zmanjša oz. ustavi, zaradi česar niso več sposobne 
pretvarjati substratov. Zato ta test zelo dobro korelira s številom viabilnih (živih) celic. 
Izvajali smo ga z reagentom PrestoBlue.  
Reagent PrestoBlue vsebuje modro barvilo resazurin (7-hidroksi-3H-fenoksazin-3-on-10-
oksid), ki prehaja skozi celično membrano in se v živih oz. metabolno aktivnih celicah 
reducira. Iz modrega resazurina nastane rožnat resorufin, ki fluorescira (slika 9). Eksitacijska 
valovna dolžina resorufina je 560nm, emisijska valovna dolžina pa 590 nm. Količina 
nastalega resorufina se kaže kot jakost fluorescence in je sorazmerna številu presnovno 
aktivnih živih celic (61). 
 
Slika 9: Redukcijska pretvorba resazurina v resorufin v živi celici. Slika povzeta po (61). 
Po 21 oz. 45 urah smo na inkubirane mikrotitrske plošče dodali v vsako vdolbinico po 10 
μL reagenta PrestoBlue. Po 3 urah smo z mikrotitrskim čitalcem pomerili jakost 
fluorescence. Z Enačbo 2 smo izračunali relativno živost celic. 
𝑹𝒆𝒍𝒂𝒕𝒊𝒗𝒏𝒂 ž𝒊𝒗𝒐𝒔𝒕 𝒄𝒆𝒍𝒊𝒄 (%) = (
𝑱(𝒗𝒛𝒐𝒓𝒆𝒄)−𝑱(𝒔𝒍𝒆𝒑𝒂)
𝑱(𝒌𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍𝒂)−𝑱(𝒔𝒍𝒆𝒑𝒂)
) × 𝟏𝟎𝟎   Enačba 2 
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J(vzorec).........jakost fluorescence vzorca tretiranih celic 
J(kontrola)......jakost fluorescence vzorca suspenzije celic 
J(slepa)...........jakost fluorescence medija 
V programu Excel smo določili relativno živost celic za vsako vdolbinico, nato pa smo s 
pomočjo programa GraphPad Prism izračunali srednjo efektivno koncentracijo (IC50) 
posamezne spojine po 24 in 48 urah. 
 
4.3 ANALIZA IZRAŽANJA GENOV 
4.3.1 Izolacija RNA 
RNA iz primarnih celic KLL smo izolirali iz že pripravljenega in zamrznjenega (–80°C) 
lizata celic v Trizolu®. Pri tem smo uporabili komplet reagentov “PureLink™ RNA Micro-
to-Midi Kit”. Delo je potekalo v čisti komori za RNA, ki smo jo predhodno očistili s 3% 
hipokloritom in jo za 15 minut izpostavili UV svetlobi. 
Izolacijo smo izvedli po naslednjem postopku: 
1. Vzorec smo odmrznili na sobni temperaturi in ga inkubirali 5 minut. 
2. V digestoriju smo vzorcu dodali 0,2 mL kloroforma (na 1 mL Trizola®), nato smo epico 
ročno močno stresali vsaj 15 sekund in inkubirali 3 minute na sobni temperaturi. 
3. Centrifugirali smo pri 12000 x g 15 minut pri 4 °C. 
4. Zmes se je ločila na spodnjo rožnato plast s kloroformom in zgornjo vodno plast z RNA. 
5. 400 μl zgornje vodne faze smo prenesli v svežo epico in dodali enak volumen 70% 
etanola. Vse skupaj smo z vorteksiranjem in obračanjem epice dobro premešali, da so se 
dispergirali vsi vidni delci. 
6. Na kolono, pod katero smo predhodno postavili zbirno epruvetko (“RNA Spin 
Cartridge”), smo nanesli 700 μL vzorca, centrifugirali pri 12000 x g 15 sekund pri sobni 
temperaturi, zavrgli eluat in kolono ponovno vstavili v prazno zbirno epruvetko. 
7. Na kolono smo nanesli še preostanek vzorca in ponovili korak 6. 
8. Na kolono smo nanesli 700 μl spiralnega pufra I (“Wash Buffer I”), centrifugirali na 
12000 x g 15 sekund pri sobni temperaturi in zavrgli eluat. 
9. Kolono smo prenesli v prazno zbirno epruvetko, dodali 500 μL spiralnega pufra II 
(“Wash Buffer II” – predhodno redčen s 70% etanolom), centrifugirali na 12000 x g 15 
sekund pri sobni temperaturi, zavrgli eluat in vstavili kolono v prazno zbirno epruvetko. 
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10. Ponovili smo korak 9. 
11. Centrifugirali smo na 12000 x g 1 minuto pri sobni temperaturi. S tem smo osušili 
membrano z RNA. 
12. Zavrgli smo zbiralno epruvetko in vstavili kolono v svežo epico s pokrovčkom (“RNA 
Recovery Tube”). 
13. Na sredino kolone smo dodali 60 μL vode brez nukleaz (najprej pazljivo le 1 kapljico, 
nato šele preostali volumen) in 1 minuto inkubirali pri sobni temperaturi, da se je RNA 
sprala iz kolone. Nato smo centrifugirali pri 12000 x g 2 minuti pri sobni temperaturi. 
14. Kolono smo odstranili in zavrgli. 
15. Eluat, ki je vseboval izolirano RNA, smo shranili pri –80°C. 
 
4.3.2 Merjenje koncentracije in čistosti izolata RNA 
Preden smo izolirano RNA zamrznili, smo v posebno epico odpipetirali 3 μL vzorca za 
meritve na spektrofotometrskem merilniku NanoDropTM OneC. Z njim smo izmerili 
koncentracijo in čistost izolatov RNA. To nam je omogočilo pripravo vzorcev z želeno 
koncentracijo in oceno kakovosti izolirane RNA. 
Na spektrofotometer NanoDropTM OneC smo nanesli 1,5 μL vzorca in izmerili absorbanco 
pri 230 nm, 260 nm in 280 nm. Iz absorbance pri 260 nm nam je spektrofotometer izračunal 
koncentracijo RNA s pomočjo Beer-Lambertove enačbe (enačba 3). 
𝑨 = 𝜺 × 𝒄 × 𝒍          Enačba 3 
A...........absorbanca pri 260 nm 
ε............molarni ekstincijski koeficient (za RNA znaša 40 ng cm/μL) 
l.............dolžina poti v cm 
Čistoto izolata smo ocenili z razmerjem absorbance pri 260 nm in 280 nm (A260/A280) in 
razmerjem absorbance pri 260 nm in 230 nm (A260/A230). Razmerje A260/A280 nam 
pokaže oceno kontaminacije vzorca s proteini (in/ali fenoli), pri katerem velja rezultat ~ 2,0 
za čisto raztopino RNA. Razmerje A260/A230 pa nam pokaže oceno kontaminacije vzorca 
z reagenti. Tu je rezultat za čisto raztopino RNA med 1,8 in 2,2 (62). 
Vpliv ozadja smo izničili z merjenjem absorbance slepe raztopine. Kot slepo raztopino smo 
uporabili vodo brez nukleaz. Za nadaljnje delo smo vzorce redčili z vodo brez nukleaz na 
koncentracijo 46 ng/μL. 
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4.3.3 Obratno prepisovanje 
Izolirano RNA smo prepisali v komplementarno cDNA. DNA je stabilnejša, zato jo lahko 
uporabimo za PCR v realnem času, s katerim lahko kvantificiramo izražanje posameznega 
gena. 
Za obratno prepisovanje smo uporabili reagente iz kompleta “High-capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit”. Delo je potekalo v čisti komori za RNA, ki smo jo predhodno očistili s 
3-odstotnim hipokloritom in jo za 15 minut izpostavili UV svetlobi. Mešanico reagentov za 
obratno prepisovanje smo pripravili, kot je prikazano v Preglednici XI. 
Preglednica XI: Sestava mešanice reagentov za obraten prepis enega vzorca 
KOMPONENTA KOMPLETA VOLUMEN ZA 1 REAKCIJO (μl) 
pufer za reverzno transkripcijo (10x) 2,0 
mešanica dNTP-jev 
(deoksiribonukleotid trifosfatov) (25x) 
0,8 
naključni oligonukleotidni začetniki 
(10x) 
2,0 
reverzna transkriptaza (MultiscribeTM) 1,0 
zaviralec RNAz 1,0 
destilirana voda brez nukleaz 3,2 
Skupni volumen 10,0 
 
V epico smo odpipetirali 10 μL vzorca izolirane RNA in dodali 10 μL mešanice reagentov, 
vse skupaj smo narahlo premešali s pipeto in centrifugirali 30 sekund pri 600 rpm, da smo 
odstranili zračne mehurčke. Epice smo nato inkubirali v cikličnem termostatu peqSTAR (do 
prenosa smo epice hranili na ledu), in sicer pri pogojih, ki jih prikazuje Preglednica XII. Po 
končanem prepisu smo nastale vzorce cDNA shranili v zamrzovalniku pri –20°C. 
Preglednica XII: Temperaturni program za prepis RNA v cDNA. 
FAZA TEMPERATURA (°C) ČAS 
prileganje 25 10 min 
prepisovanje 37 120 min 
prekinitev reakcije 85 5 min 
ohlajanje 4 ∞ 
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4.3.4 Kvantitativni PCR v realnem času (qPCR) 
Obratno prepisovanje v kombinaciji s kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo (qPCR) 
omogoča natančno, visoko občutljivo in hitro določanje izražanja genov. Zato je danes to 
najpogostejša metoda za določanje njihove ekspresije. Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
je metoda specifičnega pomnoževanja določenega odseka DNA. Kvantitativni PCR 
predstavlja nadgradnjo klasične metode PCR, ki omogoča sprotno spremljanje koncentracije 
produkta PCR po vsakem ciklu. To omogoča enostavnejšo in natančnejšo določitev 
začetnega števila kopij specifičnega nukleotidnega zaporedja v vzorcu (63). 
Sprotno merjenje količine produkta PCR temelji na merjenju fluorescence po vsakem ciklu 
pomnoževanja. Obstajajo specifične in nespecifične metode detekcije količine nastale DNA. 
Pri specifičnih metodah se uporabljajo fluorescenčno označene sonde, ki se specifično 
prilegajo preiskovanemu zaporedju, npr. TaqMan®. Pogosteje se uporabljajo nespecifične 
metode detekcije, pri katerih se barvila nespecifično vgradijo v nastajajočo dvoverižno 
DNA. Po vezavi se njihova fluorescenca ojača in tako lahko kvantificiramo količino 
novonastale DNA. Nespecifična barvila so ena najcenejših in najenostavnejših izbir za 
qPCR, njihova glavna slabost  pa je predvsem to, da signal povzročijo tako specifični kot 
nespecifični produkti (64). Izbrali in uporabili smo barvili SYBR®GreenERTM (del 
mešanice SYBR® Select MM) in EvaGreen® (del mešanice EvaGreen® qPCR Mix Plus), 
ki se obe nespecifično vgradita v dvoverižno DNA. 
 
Postopek izvedbe qPCR 
Skupno smo določali izražanje 6 genov (PSMB6 (β1), PSMB7 (β2), PSMB5 (β5), PSMB9 
(β1i), PSMB10 (β2i) in PSMB8 (β5i)) ter 2 referenčnih genov (ang. housekeeping genes; 
RPLP0 in GUSB). Vzorce za analizo smo pripravili v čisti DNA komori, ki smo jo 
predhodno očistili s 3-odstotnim hipokloritom, dezinficirali s 6-odstotnim vodikovim 
peroksidom in jo za 15 minut izpostavili UV svetlobi. 
Na začetku smo pripravili 14 standardov. V sterilno epico smo dodali 5 μL vsakega 
preiskovanega vzorca, da smo pripravili zbir (ang. pool) vzorcev. Zbir smo razredčili na 
koncentracijo 10 ng/μL (standard 1), tega pa nato serijsko redčili na polovico. Tako smo 
dobili standarde s koncentracijami od 10 ng/μL do 0,00122 ng/μL. Hkrati smo poskrbeli, da 
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smo imeli količinsko dovolj standardov za vse reakcije. Vzorce cDNA za analizo smo redčili 
na koncentracijo 1,25 ng/μL. 
Za določanje izražanja genov smo za vsak gen pripravili svojo sterilno epico, v katero smo 
napipetirali mešanico reagentov (MM – ang. master mix), kot je prikazano v Preglednici 
XIII. V tabeli so prikazani volumni za eno reakcijo, mi pa smo si pripravili količino MM 
glede na to, koliko PCR reakcij smo nameravali opraviti za posamezen gen. Vse reakcije 
smo izvedli v dvojniku (2x [število analiziranih standardov + število vzorcev]). 
Preglednica XIII: Sestava MM za PCR analizo za eno reakcijo (skupni volumen je 7 μL) 
RPLP0 100 nM GUSB 100 nM 
Komponenta Volumen (μL) Komponenta Volumen (μL) 
SYBR® Select MM 5 SYBR® Select MM 5 
R primer (20 μM) 
GAATCTGCAGACAGACACTGG 
0,05 R primer (20 μM) 
CCTTGGGATACTTGGAGGTGT 
0,05 
F primer (20 μM) 
TCTACAACCCTGAAGTAAGTGCTTGAT 
0,05 F primer (20 μM) 
GGCTCCGAATCACTATCGCC 
0,05 
ultra čista voda 1,9 ultra čista voda 1,9 
PSMB6 (β1) 300 nM PSMB9 (β1i) 200 nM 
Komponenta Volumen (μL) Komponenta Volumen (μL) 
EvaGreen® qPCR Mix Plus 2 EvaGreen® qPCR Mix Plus 2 
R primer (20 μM) 
GATTTGGTCTCCCAAAAGCA 
0,15 R primer (20 μM) 
ACCTGAGAGGGCACAGAAGATG 
0,1 
F primer (20 μM) 
TGACCAAGGACGAATGTCTG 
0,15 F primer (20 μM) 
CATCATGGCAGTGGAGTTTGAC 
0,1 
ultra čista voda 4,7 ultra čista voda 4,8 
PSMB7 (β2) 200 nM PSMB10 (β2i) 300 nM 
Komponenta Volumen (μL) Komponenta Volumen (μL) 
EvaGreen® qPCR Mix Plus 2 EvaGreen® qPCR Mix Plus 2 
R primer (20 μM) 
GCAACAACCATCCCTTCAGT 
0,1 R primer (20 μM) 
CAGTGATCACACAGGCATCCAC 
0,15 
F primer (20 μM) 
CTGTCTTGGAAGCGGATTTC 
0,1 F primer (20 μM) 
CAGCCAAACATGACGCTGG 
0,15 
ultra čista voda 4,8 ultra čista voda 4,7 
PSMB5 (β5) 300 nM PSMB8 (β5i) 200 nM 
Komponenta Volumen (μL) Komponenta Volumen (μL) 
EvaGreen® qPCR Mix Plus 2 EvaGreen® qPCR Mix Plus 2 
R primer (20 μM) 
AATCCGCTGCAACAATGACT 
0,15 R primer (20 μM) 
GCCAAGCAGGTAAGGGTTAATC 
0,1 
F primer (20 μM) 
GTGAATCAGCACGGGTTTT 
0,15 F primer (20 μM) 
ACCACACTCGCCTTCAAGTTC 
0,1 
ultra čista voda 4,7 ultra čista voda 4,8 
 
V sterilne ploščice s 384 vdolbinicami (PCR plošče Lightcycler® microwell 480) smo v 
vsako vdolbinico odpipetirali 7 μL mešanice reagentov in 3 μL vzorčne cDNA s 
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koncentracijo 1,25 ng/μL oziroma 3 μL standardnih raztopin. Skupni volumen reakcijske 
mešanice z vzorcem v posamezni vdolbinici je bil 10 mL. Ko smo končali, smo ploščico 
prekrili z zaščitno samolepilno folijo in jo centrifugirali 3 minute pri 1900 rpm, da smo 
posedli zmes na dno in se znebili zračnih mehurčkov. Nato smo ploščico vstavili v PCR 
analizator Lightcycler® 480 II in zagnali program za analizo izražanja določenega gena. Po 
vsaki končani reakciji je program izvedel še talilni protokol, pri katerem smo ob prisotnosti 
krivulj z enakim vrhom lahko potrdili, da je nastal le en produkt. 
Preglednica XIV: Programi izvedbe qPCR analize 
RPLP0 in GUSB (SYBR® Select MM) 
Faza Temperatura (°C) Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija 50 2 min / 
Aktivacija polimeraze 95 2 min / 
Denaturacija 95 15 s 
45 
Prileganje/podaljševanje 60 1 min 
PSMB7 (β2), PSMB5 (β5), PSMB9 (β1i), PSMB10 (β2i) in PSMB8 (β5i) 
(EvaGreen® qPCR Mix Plus) 
Faza Temperatura (°C) Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija 95 15 min / 
Denaturacija 95 15 s 
45 Prileganje 60 20 s 
Podaljševanje 72 20 s 
PSMB6 (β1) (EvaGreen® qPCR Mix Plus) 
Faza Temperatura (°C) Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija 95 15 min / 
Denaturacija 95 15 s 
45 Prileganje 62 20 s 
Podaljševanje 72 20 s 
 
 
4.3.5 Normalizacija na referenčni gen 
Rezultate izražanja genov smo normalizirali na izražanje referenčnih genov. Referenčni geni 
so geni, za katere je značilno konstantno izražanje v vseh preučevanih celicah in jih lahko 
uporabljamo kot interni standard. Normalizacija na referenčne gene nam omogoča 
kvantifikacijo izražanja preiskovanih genov. Tako lahko izničimo razlike, ki so posledica 
različne začetne količine cDNA ali različnih drugih pogojev med posameznimi poskusi (65). 
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V naših poskusih smo za relativno določitev izražanja genov uporabili referenčna gena 
RPLP0 in GUSB. Rezultate izražanja genov PSMB6 (β1), PSMB7 (β2), PSMB5 (β5), PSMB9 
(β1i), PSMB10 (β2i) in PSMB8 (β5i) smo normalizirali tako, da smo dobljene vrednosti delili 
z geometrijsko sredino izražanja genov RPLP0 in GUSB. 
 
4.4 ANALIZA IZRAŽANJA PROTEINOV 
4.4.1 Izolacija proteinov 
Krioviale z izoliranimi primarnimi celicami smo odmrznili na ledu. Celice smo centrifugirali 
5 minut pri 4°C in 2400 rpm. Odlili smo supernatant in celice suspendirali v lizirnem pufru. 
Vzorce smo nato po 5 sekund sonificirali pri frekvenci 50 kHz, jih postavili nazaj na led in 
po kratkem premoru postopek ponovili. Sonificirane vzorce smo pustili na ledu in jih 30 
minut stresali na stresalniku. Dobljeno suspenzijo smo hitro še premešali na vibracijskem 
mešalniku, preden smo jo 20 minut centrifugirali pri 4°C in 15000 rpm. Supernatant z 
izoliranimi proteini smo prenesli v novo epico in izolirane proteine shranili na –80°C. 
 
4.4.2 Merjenje koncentracije proteinov (DC metoda) 
Preden smo proteine zamrznili, smo od vsakega vzorca odpipetirali 6 μL v novo epico. S to 
količino smo v nadaljevanju izvedli merjenje koncentracije proteinov po DC metodi. Ta 
metoda je podobna Lowryjevi kalorimetrični metodi, a je izboljšana. Razvoj barve je hitrejši, 
hkrati pa je nastala obarvanost tudi časovno obstojnejša. Obarvanost nastane v dveh korakih. 
Najprej se proteini vežejo z bakrom v bazičnem mediju, nato pa reducirajo Folinov reagent. 
Rezultat reakcije so modro obarvani produkti. Pri reakciji sodelujeta predvsem aminokislini 
tirozin in triptofan, rahlo pa sodelujejo tudi cistin, cistein in histidin. Z izvedbo reakcije smo 
uporabili komplet reagentov za DC metodo (BioRad), ki vsebuje reagent A (bazična 
raztopina bakrovega tartrata), reagent B (razredčen Folinov reagent) in reagent S (66). 
Ker je metoda relativna, smo najprej pripravili standarde govejega serumskega albumina v 
lizirnem pufru. V območju nizkih koncentracij proteinov je absorbanca linearno odvisna od 
koncentracije, tako da smo uporabili 6 koncentracij (0,2; 0,5; 0,8; 1,0; 1,5; 1,8 mg/mL). 6 
μL vzorca smo dodali 6 μL lizirnega pufra. Tako pripravljene standarde in reagente smo 
nanesli na 96-jamično mikrotitrsko ploščo. Napipetirali smo po 5 μL standarda v triplikatu 
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in po 5 μL vzorca v duplikatu. Za slepo meritev smo uporabili 5 μL lizirnega pufra. Reagente 
smo segreli na sobno temperaturo, nato pa po navodilih proizvajalca pripravili reagent A' 
(reagent A + reagent S) in ga po 25 μL napipetirali v luknjice. Na koncu smo z avtomatsko 
multikanalno pipeto dodali še 200 μL reagenta B. Pokrito mikrotitrsko ploščo smo rahlo 
premešali in nato s fenom popokali vse nastale zračne mehurčke. Po 15 minutah smo z 
mikrotitrskim čitalcem pomerili absorbanco pri 750 nm. 
Pridobljene rezultate meritev smo prenesli v program Excel. Najprej smo iz rezultatov 
standardov (z odšteto slepo vrednostjo) pridobili umeritveno krivuljo, nato pa s pomočjo 
enačbe premice (Enačba 4) izračunali koncentracije vzorcev, te pa še dodatno pomnožili s 
faktorjem redčenja. 
𝒙 =
𝒚−𝒏
𝒌
× 𝒇          Enačba 4 
x........koncentracija standarda/vzorca 
y........izmerjena absorbanca pri 750 nm z odšteto slepo vrednostjo 
n........teoretična vrednost absorbance pri koncentraciji 0 mg/mL 
k........naklon premice 
f.........faktor redčenja 
 
4.4.3 Ločevanje proteinov z denaturacijsko poliakrilamidno gelsko elektroforezo 
(SDS PAGE) 
Elektroforeza je separacijska metoda, ki temelji na potovanju nabitih delcev pod vplivom 
električnega polja k elektrodi z nasprotnim nabojem (slika 10). Delci se ločijo glede na 
obliko, velikost in celokupni naboj. Z metodo SDS PAGE lahko ločimo proteine le po 
velikosti. Za ločevanje uporabimo gel, ki nastane s premreženjem akrilamida in 
bisakrilamida. Ta deluje kot sito, skozi katerega se s pomočjo električnega toka premikajo 
proteini. Z dodatkom površinsko aktivne snovi, kot je SDS (natrijev lavrilsulfat), se proteini 
denaturirajo in pridobijo enak negativni naboj. Tako poskrbimo, da se res ločijo le glede na 
velikost. Hitrost potovanja je obratno sorazmerna z velikostjo, tako da manjši proteini 
pripotujejo dlje, večji pa se zadržijo bolj proti vrhu. Ker je pot, ki jo proteini prepotujejo, 
močno odvisna od premreženosti, si pomagamo z lestvico velikosti, ki nam pove, kako daleč 
so pripotovali proteini določene velikosti (67). 
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Slika 10: Shema vertikalne elektroforeze. Povzeto po (67) 
Pred pripravo poliakrilamidnih gelov smo vse dele aparature za vlivanje gelov dobro sprali 
z destilirano vodo in jih nato pozorno in natančno sestavili. Na dno okvirja smo še dodatno 
vstavili z destilirano vodo prepojeno gumijasto podlogo, ki je preprečevala izlivanje gela. 
Aparatura je namenjena za pridobitev gelov v velikosti 80 x 60 x 1,5 mm. 
Nato smo pripravili raztopine za ločevalni in koncentracijski gel po naslednji recepturi: 
Preglednica XV: Sestava gelov za izvedbo SDS PAGE 
12,5% ločevalni gel 6% koncentracijski gel 
dH2O 10 mL dH2O 8,7 mL 
40% AA/BA 7,5 mL 40% AA/BA 2,25 mL 
Pufer za ločevalni 
gel 
6 mL 
Pufer za separacijski 
gel 
3,75 mL 
20% SDS 0,12 mL 20% SDS 0,075 mL 
10% APS* 0,24 mL 10% APS* 0,15 mL 
TEMED* 0,024 mL TEMED* 0,015 mL 
*dodamo tik pred vlivanjem gela 
Takoj po dodatku 10% APS in TEMED smo vlili ločevalni gel do višine 1,5 cm pod robom 
stekelc. Prelili smo ga z nekaj izopropanola, kar nam je zagotovilo ravno linijo gela. Po 
strditvi (približno po 30 minutah) smo izopropanol sprali z destilirano vodo in s filter 
papirjem osušili notranjo stran stekelc. Nato smo pripravili koncentracijski gel, ki smo ga 
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vlili nad ločevalni gel do vrha stekelc. V še tekoč koncentracijski gel smo vstavili glavniček 
s 15 zobmi in počakali, da je gel polimeriziral. 
Pred postopkom smo vzorce izoliranih proteinov počasi odmrznili na ledu. Vzorce smo nato 
pripravili za nanos na gel. Preračunali smo, koliko μL proteinov potrebujemo, da bo končna 
raztopina vzorcev za nanos vsebovala koncentracijo proteinov 1 μg/μL, 1/3 volumna 
nanašalnega pufra SLB (z dodanimi 5% 2-merkaptoetanola) in preostanek RIPA pufra (z 
dodanim 1% zaviralcev fosfataz in proteaz). Vzorce smo premešali z vibracijskim 
mešalnikom in jih 5 minut inkubirali na 96°C. Do nanosa smo jih ponovno shranili na ledu. 
Strjen gel smo skupaj s stekelci prenesli iz aparature za vlivanje gelov v aparaturo za 
elektroforezo. Dolili smo ji 1x elektroforezni pufer s pH 8,3. V prvi žepek smo nanesli 4 μL 
markerja velikosti proteinov, v ostale pa po 25 μL pripravljenih vzorcev. V zadnja dva žepka 
smo dodali še 25 μL standarda cP in iP. Gel smo razvijali prvih 15 minut pri napetosti 80 V, 
nato smo napetost povišali na 130 V in počakali, da je elektroforezna fronta pripotovala 
skoraj do konca gela (približno 2 uri). 
Po končani elektroforezi smo stekelca razdrli in odstranili koncentracijski gel. Ločevalni gel 
s proteini smo prekrili z navlaženim filter papirjem. Tako je bil gel pripravljen za nadaljnji 
postopek. 
 
4.4.4 Prenos western (ang. Western Blot) 
Za prenos proteinov iz poliakrilamidnega gela na poliviniliden difluoridno (PVDF) 
membrano smo uporabili napravo iBlot® 2 Gel transfer Device. Ta nam omogoča enostaven 
suh prenos proteinov. Po navodilu proizvajalca smo sestavili 'sendvič' membran, filter 
papirja in gela (slika 11). Nato smo ga vstavili v napravo in izbrali program PO (1 minuta 
20 V; 4 minute 23 V; 2 minuti 25 V). Po končanem prenosu smo membrane čim hitreje 
prenesli v kadičke s TTBS. 
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Slika 11: Shematski prikaz prenosa western. Povzeto po (68) 
 
4.4.5 Detekcija proteinov na membrani 
Na membrano so se prenesli vsi proteini, za detekcijo iP in cP pa smo uporabili primarna 
protitelesa proti posameznim podenotam cP in iP. Za kontrolo nanosa in normalizacijo na 
nanos smo še dodatno uporabili primarna protitelesa proti β-aktinu, ki se konstantno izraža 
v vseh celicah. Kot sekundarna protitelesa smo uporabili kozja protitelesa proti mišjim 
oziroma zajčjim primarnim protitelesom, ki so označena s hrenovo peroksidazo. Vsa 
protitelesa smo redčili v 3% govejem serumskem albuminu (BSA), in sicer v razmerju, ki je 
navedeno v preglednici XIII. 
Membrano s proteini smo 1 uro inkubirali in rahlo stresali v 5% mleku, s čimer smo 
zmanjšali možnost nespecifične vezave protiteles nanjo. Nato smo membrano 3-krat po 5 
minut spirali s TTBS in jo prenesli v petrijevko z raztopino ustreznih primarnih protiteles. 
Membrano smo na 4°C in ob rahlem stresanju inkubirali čez noč. Naslednji dan smo jo 
ponovno 3-krat po 5 minut sprali s TTBS in jo prenesli v raztopino sekundarnih protiteles. 
Na sobni temperaturi in ob rahlem stresanju smo membrano inkubirali 1 uro. Po koncu 
inkubacije smo jo sprali 6-krat po 5 minut s TTBS.  
Detekcijo smo izvedli s pomočjo kamere in kompleta reagentov SuperSignal West Femto. 
Tik pred uporabo smo reagent 1 in  reagent 2 iz kompleta zmešali v razmerju 1:1 in mešanico 
nanesli na membrano. Po 5 minutah se je na membrani razvil kemiluminiscenčni signal, ki 
smo ga detektirali z Uvitec aparatom. Po detekciji smo membrano sprali s TTBS in jo 
prenesli v pufer za spiranje protiteles, kjer smo jo ob rahlem stresanju pustili 1 uro na 60°C. 
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Ob zaključku smo membrano zelo dobro spirali s TTBS, večkrat po 5 minut in vsaj enkrat 
15 minut. Tako so se iz nje odstranila vsa protitelesa, kar nam je omogočilo njeno uporabo 
za ponovno detekcijo drugih podenot proteinov. 
Jakost lis smo relativno ovrednotili s programom Uvitec Nine Alliance. Rezultate smo 
prenesli v program Excel, kjer smo podatke normalizirali glede na nanos in jih nato med 
seboj relativno primerjali. 
 
4.5 STATISTIČNA ANALIZA 
Za analizo smo uporabili predvsem računalniški program GraphPad Prism 8, preostanek pa 
smo opravili v Excelu. 
Za ugotovitev, ali se vzorci normalno porazdeljujejo, smo uporabili testa D'Agostino-
Pearson in Shapiro-Wilk. Primerjavo IC50 v dveh časovnih točkah in izražanje 
komplementarne podenote gena v iP in cP smo opravili s parnim t-testom. Pri preverjanju 
korelacije smo pri normalno porazdeljujočih se vzorcih uporabili Pearsonov koeficient, pri 
vzorcih, ki se niso porazdeljevali normalno, pa Spearmanov neparametrični test. Teste 
korelacije smo izvedli med vrednostmi IC50, rezultati genskega izražanja podenot 
(imuno)proteasoma in rezultati izražanja podenot na ravni proteina. 
 
Kot statistično signifikantno vrednost smo opredelili p<0,05.  
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 IZBRANI ZAVIRALCI (IMUNO)PROTEASOMA SO 
CITOTOKSIČNI ZA CELICE KLL, A V RAZLIČNIH 
KONCENTRACIJSKIH OBMOČJIH 
Ker je KLL še vedno neozdravljiva bolezen in je njena terapija lahko neučinkovita, saj se 
med zdravljenjem pogosto pojavi rezistenca, smo želeli preveriti učinkovitost treh zaviralcev 
(imuno)proteasoma kot morebitni nov terapevtski pristop.  
V prvem delu smo ugotavljali, če so izbrani zaviralci (imuno)proteasoma citotoksični na 
celice KLL in vitro. Tako smo 11 vzorcev primarnih celic KLL izpostavili naraščajočim 
koncentracijam karfilzomiba PR-957 in DPLG-3. Za vsako spojino smo določili srednjo 
zaviralno koncentracijo (IC50) po 24 in 48 urah s testom metabolne aktivnosti. Srednja 
zaviralna koncentracija je koncentracija, pri kateri učinkovina (zaviralec) izzove 50% 
svojega maksimalnega učinka. Pridobljene IC50 vrednosti so predstavljene v preglednici 
XVI. 
Preglednica XVI: Pridobljene vrednosti IC50 za karfilzomib PR-957 in DPLG-3 pri 24 in 
48 urah 
 
Karfilzomib [nM] PR-957 [nM] DPLG-3 [nM] 
24h 48h 24h 48h 24h 48h 
KLL212 1.99 0.08 26.64 7.39 714 246 
KLL216 1.44 0.15 19.00 4.30 578 179 
KLL220 2.26 / 37.21 / 1277 / 
KLL223 4.81 1.10 46.67 7.90 3298 502 
KLL231 2.49 0.54 29.84 4.70 797 189 
KLL234 3.08 0.39 38.09 7.22 3689 442 
KLL236 1.26 0.07 15.28 2.98 352 111 
KLL237 2.44 0.53 42.61 9.59 1167 240 
KLL242 3.79 0.78 49.42 6.03 3373 314 
KLL254 5.38 0.41 58.01 4.81 4922 273 
KLL255 3.51 0.06 84.04 7.97 6901 353 
povprečje  2.95 0.41 40.62 6.29 2461 285 
mediana 2.49 0.40 38.09 6.63 1277 259 
relSTD % 44.83 83.77 47.64 32.71 86.88 42.47 
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Slika 12: Grafični prikaz učinka danih zaviralcev na relativno živost KLL celic. 
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Ker smo delo opravljali na primarnih celicah, smo bili omejeni z njihovo razpoložljivostjo. 
Za vzorec KLL220 nismo imeli zadostne količine celic, tako da smo lahko izvedli le 24-urno 
inkubacijo, ne pa tudi 48-urne. 
Pri vseh vzorcih smo lahko opazili, da je tako pri inkubaciji s karfilzomibom kot tudi s PR-
957 in DPLG-3 citotoksičnost spojin naraščala z njihovo koncentracijo.  
Če primerjamo povprečne IC50 vrednosti za vsak zaviralec v isti časovni točki, lahko 
opazimo, da se močno razlikujejo. Pri časovni točki 24 ur ima najnižjo povprečno 
koncentracijo karfilzomib (IC50 = 2,95 nM), sledi mu PR-957 (IC50 = 40,62 nM), najvišjo 
povprečno koncentracijo pa ima DPLG-3 (IC50 = 2461 nM). Karfilzomib učinkuje že v 
nanomolarnem območju, PR-957 učinkuje v približno 10-krat višjem območju, DPLG-3 pa 
šele v mikromolarnem. Karfilzomib je neselektivni zaviralec in se približno enako močno 
ireverzibilno veže na podenoto β5c in β5i. PR-957 je selektivni zaviralec iP in se 40-krat raje 
ireverzibilno veže na podenoto β5i. DPLG-3 je zelo močan selektivni zaviralec iP, saj se 
11000-krat raje veže na podenoto β5i, a se v nasprotju z ostalima dvema nanjo veže 
reverzibilno (slika 12) (20,22,29). Iz tega lahko sklepamo, da bo celična smrt nastopila prej, 
če zaviramo več kot le eno podenoto. Tako je karfilzomib, ki zavira β5c in β5i, bolj učinkovit 
od PR-957 in DPLG-3, ki zavirata predvsem podenoto β5i. Hkrati tudi opazimo, da so za 
dosego učinka s karfilzomibom in PR-957, ki sta ireverzibilna zaviralca, potrebne približno 
1000-krat manjše koncentracije kot za dosego učinka z reverzibilnim zaviralcem DPLG-3. 
Pri vseh treh uporabljenih zaviralcih lahko opazimo tudi citotoksičnost, ki je časovno 
odvisna, saj se IC50 vrednosti za vzorce statistično razlikujejo med 24-urno in 48-urno 
inkubacijo (slika 13). Dodatnih 24 ur inkubacije (časovna točka 48 ur) doprinese v povprečju 
86-odstotni padec IC50. Pri karfilzomibu pade IC50 za 86,1%, pri PR-957 za 84,5%, pri 
DPLG-3 pa za 88,4%. 
Da sta in vitro selektivnosti DPLG-3 in PR-957 časovno odvisni, so dokazali Sula Karreci 
in sodelavci.  Brez inkubacije je DPLG-3 približno 7000-krat bolj selektiven za podenoto 
β5i kot za podenoto β5c. Po 24 urah je selektivnost kar 99000-kratna. Predvidevajo namreč, 
da pride do počasnih konformacijskih sprememb, ki  jo povečajo. Obratno pa je selektivnost 
PR-957 za podenoto β5i po 1 uri inkubacije 8-kratna, pri 24 urah pa pade na 5-kratno (18). 
Med IC50 vrednostmi za posamezen zaviralec lahko opazimo interindividualne razlike. Zelo 
opazne so predvsem pri inkubaciji z DPLG-3 (24 ur) in karfilzomibom (48 ur). Relativna 
 39 
standardna deviacija tu presega 80 %, pri ostalih rezultatih pa ni višja od 50 %. To nas ne 
preseneča, saj se pacienti in sam potek bolezni medsebojno razlikujejo.  
 
Slika 13: Graf primerjave logaritmiranih vrednosti IC50 posameznih zaviralcev med časovno 
točko 24 in 48 ur 
Kot je bilo omenjeno, je naše delo potekalo na primarnih KLL celicah, ki so lahko dovzetne 
za spontano celično smrt. Pri 24 urah to še ni tako pomembno, pri 48 urah pa lahko spontana 
celična smrt predstavlja že precejšen del metabolno neaktivnih celic. S primerjavo kontrol 
smo preverili in ugotovili, da se v našem primeru to ni zgodilo. Dodatnih 24 ur inkubacije 
namreč ni bistveno vplivalo na živost celic. Razlike med kontrolama pri 24 in 48 urah so 
bile v povprečju okrog 15%. Največja razlika je bila 25%, najmanjša pa 0%. 
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5.2 INTERINDIVIDUALNE RAZLIKE V GENSKEM 
IZRAŽANJU PODENOT (IMUNO)PROTEASOMA V 
CELICAH KLL NE ODRAŽAJO ODZIVA NA 
CITOTOKSIČNE UČINKE ZAVIRALCEV 
Kot že omenjeno, se naši izbrani zaviralci različno močno in po različnih mehanizmih vežejo 
na podenoti β5i in β5c. Zanimalo nas je, ali obstaja povezava med genskim izražanjem 
podenot β5i in β5c in citotoksičnostjo obravnavanih zaviralcev na celice KLL. S tem 
namenom smo najprej izolirali RNA iz enajstih vzorcev in jo prepisali v komplementarno 
cDNA. To smo nato kvantificirali z verižno reakcijo s polimerazo v realnem času (qPCR). 
Pri delu smo morali za izvedbo qPCR najprej optimizirati pogoje za analizo izražanja genov 
z začetnimi oligonukleotidi za vseh šest podenot (β5i, β5c, β2c, β2i, β1c in β1i). Pri tem smo 
spreminjali koncentracijo smernih (F) in protismernih (R) začetnih oligonukleotidov (100  − 
300 nM) ter prilagajali temperaturni program (temperatura prileganja 60 − 62°C). Za oceno 
uspešne optimizacije smo spremljali več parametrov: učinkovitost (sprejemljiva vrednost 
med 1,9 in 2,1), napako (manjša od 0,05) in talilno krivuljo (potencialni nastanek neželenih 
dimerov in drugih produktov). Optimalni pogoji za izvedbo qPCR so podani v tabeli XVII. 
Normalizacijo rezultatov smo izvedli z uporabo referenčnih genov RPLP0 in GUSB, tako 
da smo geometrično sredino izražanja tarčnih genov delili z geometrično sredino izražanja 
referenčnih genov. 
Preglednica XVII: Izbrane koncentracije začetnih oligonukleotidov in temperatura 
prilagajanja za izvedbo qPCR za posamezno gensko podenoto 
Podenota 
Koncentracija 
začetnih 
oligonukleotidov 
Temperatura 
prilagajanja 
Napaka Učinkovitost 
β1c 300 nM 62°C 0,00749 2,066 
β1i 200 nM 60°C 0,0104 1,928 
β2c 200 nM 60°C 0,00529 1,988 
β2i 300 nM 60°C 0,0106 1,979 
β5c 300 nM 60°C 0,00682 1,983 
β5i 200 nM 60°C 0,00822 1,966 
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Slika 14: Relativno izražanje mRNA podenot β5i in β5c (A), β2i in β2c (B) in β1i in β1c (C)za 
vzorce KLL celic 
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Pričakovali bi, da bo podenota β5i močneje izražena v večini vzorcev, saj naj bi se po 
nekaterih podatkih v limfocitih B nahajalo med 70% in 90% iP, ob bolezenskih stanjih pa se 
lahko njegova prisotnost še dodatno inducira (9). Med našimi vzorci smo višje vrednosti 
izražanja iP nasproti cP opazili le pri vzorcu KLL236, v vseh ostalih vzorcih pa je bilo 
izražanje iP glede na cP manjše (slika 14). Toda iz teh rezultatov ne moremo veliko sklepati, 
saj je bilo število vzorcev v naši študiji nizko in najverjetneje ne odraža dejanske slike o 
populaciji bolnikov s KLL. 
Preverili smo tudi gensko izražanje podenot β2c, β2i, β1c in β1i (slika 14). Zaviralci 
(imuno)proteasoma, s katerimi smo opravili poizkuse, sicer niso selektivni zaviralci za te 
podenote, a kljub temu lahko vplivajo na njihovo delovanje (delno neselektivno zaviranje). 
Tudi povprečno izražanje podenot β2c in β1c je višje od njunih induciranih podenot β2i in β1i. 
Lahko opazimo posamezne vzorce, kjer je iP podenota višje izražena od konstitutivne, a med 
njimi ne opazimo nobenega trenda. Od vseh treh podenot se najmočneje izraža podenota β2 
(tako cP kot iP) (slika 15). 
Med relativnimi izražanji vseh šestih podenot (imuno)proteasoma lahko opazimo velike 
interindividualne razlike (slika 15), kar je pričakovano, saj se ljudje med seboj razlikujemo, 
razlikujeta pa se tudi potek in stopnja bolezni med posamezniki.  
 
Slika 15: Primerjava relativnega izražanja podenot (imuno) proteasoma. 
 
Zanimalo nas je tudi, ali je lahko raven izražanja genov za posamezno podenoto 
(imuno)proteasoma napovedni dejavnik za citotoksični odziv na zaviralce. V prvem delu 
raziskav smo namreč ugotovili, da obstajajo interindividualne razlike v IC50 vrednostih za 
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posamezni zaviralec. S programom GraphPad Prism 8 smo izvedli teste korelacije med 
vrednostmi IC50 za posamezni zaviralec pri 24 in 48 urah ter genskim izražanjem podenote 
β5c in β5i. Vrednosti IC50 smo primerjali z relativnim genskim izražanjem podenote β5i in  
razmerjem podenot β5i/β5c. Vrednosti relativnega genskega izražanja podenot β5i se 
porazdeljujejo normalno, tako da smo pri korelaciji upoštevali Pearsonov korelacijski 
koeficient. Vrednosti relativnega genskega izražanja razmerja β5i/β5c pa se ne porazdeljujejo 
normalno, tako da smo uporabili neparametričen Spearmanov test. Dobljene p vrednosti so 
predstavljene v preglednici XVIII. Prišli smo do zaključka, da korelacija ni potrjena za 
nobeno kombinacijo, saj so bile vse p vrednosti višje od 0,05 (Preglednica XVIII).  
Preglednica XVIII: Rezultati korelacijskih koeficientov in p vrednosti za korelacije med 
vrednostmi IC50 (24 in 48 ur) in genskim izražanjem podenot β5i ter razmerja β5i/β5c. 
 β5i/β5c β5i 
IC50 24 ur (karfilzomib) 
p=0,7136 
r=-0,1273 
p=0,2673 
r=-0,3667 
IC50 48 ur (karfilzomib) 
p=0,4069 
r=-0,2970 
p=0,4195 
r=-0,2881 
IC50 24 ur (PR-957) 
p=0,5765 
r=-0,1909 
p=0,2252 
r=-0,3981 
IC50 48 ur (PR-957) 
p=0,1548 
r=-0,4909 
p=0,0723 
r=-0,5904 
IC50 24 ur (DPLG-3) 
p=0,5034 
r=-0,2273 
p=0,4817 
r=-0,2376 
IC50 48 ur (DPLG-3) 
p=0,2475 
r=-0,4061 
p=0,4522 
r=-0,2691 
 
Iz analiz je razvidno, da statistično značilnih korelacij ni. 
Glede na to, da smo imeli na voljo le 11 vzorcev, na katerih smo izvajali poizkuse, to niti ni 
tako nepričakovan rezultat. Ravno tako ima večina vzorcev nižje gensko izražanje podenote 
β5i, kot smo pričakovali. Hkrati ni nujno, da genska ekspresija podenot (imuno)proteasoma 
odraža dejansko aktivnost teh podenot. Razlike se lahko ustvarijo tudi med prepisovanjem 
DNA v RNA, med tvorbo ali med zvijanjem proteina, saj obstajajo v celici različni 
regulatorni mehanizmi, ki nadzorujejo stopnjo transkripcije, postranskripcije in translacije.  
V grafih korelacije pa vseeno lahko opazimo izjemo. Vzorec KLL236, ki je edini vzorec, 
kjer je izražanje podenote β5i večje od izražanja podenote β5c, je v vseh primerih potreboval 
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najnižjo koncentracijo zaviralca za doseganje enake citotoksičnosti. Vzorec KLL236 je na 
grafih predstavljen z rdečo točko, medtem ko so ostali vzorci predstavljeni s črno (slika 16). 
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Slika 16: Grafi korelacije med citotoksičnostjo zaviralcev in genskim izražanjem podenote β5i 
ter razmerjem β5i/β5c. Rdeča točka predstavlja vzorec KLL236 – edini vzorec, kjer je izražanje 
podenote β5i večje od izražanja podenote β5c. 
 
5.3 INTERINDIVIDUALNE RAZLIKE V IZRAŽANJU 
PODENOT (IMUNO)PROTEASOMA NA RAVNI  
PROTEINOV NE KORELIRAJO S CITOTOKSIČNIM 
ODZIVOM NA IZBRANE ZAVIRALCE 
Kot že omenjeno, obstajajo v celici številni procesi, zaradi katerih ni nujno, da raven  
izražanja genov odraža tudi raven izražanja proteinov. Glede na to, da nismo potrdili nobenih 
korelacij med ravnjo izražanja genov s citotoksičnim odzivom na izbrane zaviralce, smo se 
odločili opraviti sorodne analize na ravni proteinov. Kakšno je izražanje katalitično aktivnih 
podenot (imuno)proteasoma na tej ravni, smo preverili s pomočjo prenosa western (slika 17). 
Poleg enake količine celokupnih proteinov posameznega vzorca smo na gel nanesli tudi 
izolirana encima cP in iP kot pozitivno kontrolo. Slednja je bila uporabljena kot kontrola 
postopka. Enakomernost nanosa smo določali z β-aktinom (globularni protein, ki se 
načeloma enakomerno izraža v vseh celicah istega tipa). 
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Za pridobitev podatkov o relativni kvantifikaciji smo β-aktinu v vzorcu KLL212 določili 
vrednost 1. 
 
 
 
 
 
Slika 17:Prikaz membran po kemoluminescenčni detekciji sekundarnih protiteles s hrenovo 
peroksidazo (oz. primarnih protiteles, označenih s hrenovo peroksidazo) 
Pri izvajanju poizkusov smo bili močno omejeni s količino celic KLL, ker gre za primarne 
celice, izolirane iz krvi bolnikov, ki se ne delijo. Posledično smo imeli na voljo tudi omejeno 
količino izoliranih celokupnih proteinov iz danega vzorca. Iz tega razloga za vzorce 
KLL212, KLL216 in KLL254 nismo mogli določiti izražanja podenot β2c in β1i, saj je bilo 
na voljo premalo proteinov. Analiza rezultatov je pokazala, da so bila protitelesa za β2c in 
β1c, neustrezna, saj so se, glede na kontrolo, vezala na napačno podenoto (namesto da bi 
označila β2c oz. β1c, smo dobili signale na liniji za β2i oz. β1i) (slika 17), zaradi česar teh 
rezultatov v nadaljevanju ne bomo komentirali. 
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Relevantne podatke smo torej dobili v primeru podenot β5i, β2i, β1i in β5c. Po njihovi obdelavi 
smo ugotovili, da β1i podenote pod danimi pogoji nismo zaznali, medtem ko so bile med 
ostalimi posameznimi vzorci KLL opazne interindividualne razlike v izražanju podenot β5i, 
β2i in β5c (sliki 17 in 18). Največjo raznolikost je bilo zaznati v izražanju podenote β5c, kjer 
so bile razlike med nekaterimi vzorci tudi več kot 7-kratne. To je bilo pričakovano, saj so 
bile interindividualne razlike opazne tudi pri genskem izražanju podenot.  
 
Slika 18:Prikaz interindividualnih razlik izražanja določenih podenot na ravni proteinov. 
 
Da preverimo, ali interindividualne razlike na ravni izražanja gena in proteina sovpadajo, 
smo v nadaljevanju opravili analize korelacij. Te smo, iz zgoraj pojasnjenih razlogov, 
opravili le za katalitične podenote β5i, β2i in β5c.  
Pričakovali smo, da bo korelacija izražanja gena in proteina prisotna v paru iste podenote, 
vendar smo ugotovili, da ni tako (slika 19). Pri analizi smo za para podenot gen/protein β5i 
in β2i uporabili Pearsonov koeficient, za analizo para gen/protein podenote β5c pa 
Spearmanov neparametričen test. Rezultati so prikazani na sliki 19.  
Pomanjkanje korelacije med enakimi podenotami, izražene na ravni gena in proteina, lahko 
pojasnimo z razlikami v regulatornih poteh, ki nadzorujejo postopka transkripcije in 
translacije znotraj celic posameznika. Teh regulatornih poti in mehanizmov je veliko, med 
pomembnejšimi je tudi mikroRNA (majhna, nekodirajoča RNA molekula, komplementarna 
enemu delu ali več delom mRNA). Razloge za nesignifikantne korelacije lahko iščemo tudi 
na ravni uporabljene metode. Prenos western namreč ni najoptimalnejša tehnika za 
kvantifikacijo proteinov, predvsem kadar se kot signal detekcije uporablja 
kemiluminescenca. Prav tako nimamo zaradi pomanjkanja posameznih vzorcev izvedenih 
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ponovitev meritev signala (zaželene so namreč vsaj 3 meritve za posamezno podenoto, da 
se lahko z večjo gotovostjo določi pravo relativno vrednost posamezne podenote proteina). 
Zelo pomembno vlogo ima tudi naš nabor vzorcev (11), ki je zelo majhen za statistične 
analize, zato bi morali v prihodnje opraviti analize na večjem številu vzorcev  
 
Slika 19: Grafični prikaz pomanjkanja korelacij med izražanjem parov istih podenot na 
ravni gena in proteina 
 
Slika 20: Grafični prikaz korelacije med izražanjem katalitično aktivnih podenot β5c in β5i na 
ravni proteina 
Opazili pa smo korelacijo med izražanjem katalitično aktivnih podenot β5c in β5i na ravni 
proteina, in sicer je izražanje β5i podenote v obratnem sorazmerju z izražanjem podenote β5c. 
Med našimi vzorci torej obstaja povezava med količino proteina β5c in β5i. Lahko bi sklepali, 
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da imajo morda tudi tu svoj vpliv regulatorni mehanizmi transkripcije in translacije, kot je 
mikroRNA. 
Glavni namen naloge je bil preveriti, ali  lahko učinkovitost zaviralcev, da povzročijo celično 
smrt celic KLL, napovemo glede na (gensko ali proteinsko) raven izražanja  katalitično 
aktivnih podenot. Ker predhodno nismo dokazali korelacije med gensko ravnijo izražanja 
podenot in IC50 vrednostmi, pa tudi ne med gensko in proteinsko ravnijo izražanja, smo v 
zadnjem delu študije ugotavljali morebitno korelacijo med proteinsko ravnijo podenot in 
citotoksičnim odzivom celic KLL na zaviralce.  
Analiza je pokazala, da korelacije med izražanjem β5c in β5i podenot na ravni proteina in IC50 
vrednostmi za karfilzomib, PR-957 in DPLG-3 ne obstajajo niti za 24 ur niti za 48 ur. 
Dobljene p vrednosti so prikazane v preglednici XIX. 
Preglednica XIX: Rezultati korelacijskih koeficientov in p vrednosti za korelacije med 
izražanjem katalitičnih podenot na ravni proteina in IC50 (24 in 48 ur) 
 β5i β5c β5i+β5c 
Karfilzomib 24h 
p=0,3452 
r=0,3151 
p=0,7964 
r=0,09091 
p=0,2250 
r=0,4000 
Karfilzomib 48h 
p=0,9216 
r=0,03589 
p>0,999 
r=0,006061 
p=0,8651 
r=0,06667 
PR-957 24h 
p=0,6542 
r=0,1526 
p=0,6337 
r=0,1636 
p=0,1730 
r=0,4455 
PR-957 48h 
p=0,8849 
r=0,05278 
p=0,4271 
r=0,2848 
p=0,1663 
r=0,4788 
DPLG-3 24h 
p=0,5608 
r=0,1974 
p=0,4181 
r=0,2727 
p=0,1072 
r=0,5182 
DPLG-3 48h 
p=0,5906 
r=0,1943 
p=0,6821 
r=0,1515 
p=0,2788 
r=0,3818 
 
Razlogi, da ni statistično značilnih korelacij, so lahko, kot že omenjeno, napake pri prenosu 
western in majhno število vzorcev. V prihodnje bi poleg povečanja števila vzorcev morali 
določiti tudi katalitično aktivnost podenot in le-to korelirati s citotoksičnimi učinki 
zaviralcev. Namreč ni nujno, da izražanje na genski ravni odraža stopnjo nastalega proteina. 
Prav tako tudi ni nujno, da raven izražanja proteinov odraža katalitično aktivnost encimov, 
na katere delujejo zaviralci. Lahko namreč pride do mutacij v genu za podenote, kar lahko 
vodi v znižano aktivnost ali strukturne spremembe, ki onemogočajo ustrezno izgradnjo 
aktivnega encima. Katalitično aktivnost se lahko v prihodnje določa z uporabo specifičnih 
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substratov ali t. i. sond za aktivnost (angl. activitiy based probes) in se dobljene podatke 
korelira z IC50 vrednostmi zaviralcev.  
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6. SKLEP 
V magistrskem delu smo vrednotili citotoksičnost treh izbranih zaviralcev 
(imuno)proteasoma (karfilzomib, PR-957, DPLG-3) ) za celice B, pridobljene iz krvi  
bolnikov s KLL. Hkrati smo preverjali tudi gensko in proteinsko raven izražanja katalitično 
aktivnih podenot proteasoma in imunoproteasoma (β5c, β5i, β2c, β2i, β1c, β1i) ter pridobljene  
podatke korelirali s citotoksičnim odzivom celic na zaviralce. Po statistični analizi podatkov 
smo prišli do naslednjih ugotovitev: 
 Vsi trije zaviralci (imuno)proteasoma so citotoksični za celice KLL, a vsak v svojem 
koncentracijskem območju. 
 Citotoksičnost zaviralcev se s časom inkubacije poveča. 
 Tako znotraj genskega izražanja podenot kot njihovega izražanja na ravni proteinov 
lahko med vzorci opazimo velike interindividualne razlike. 
 Genska raven izražanja katalitično aktivnih podenot (imuno)proteasoma ne odraža 
izražanje le-teh na proteinski ravni. 
 Korelacije med genskim izražanjem podenot (imuno)proteasoma in citotoksičnostjo 
izbranih zaviralcev nismo potrdili. 
 Korelacije med izražanjem podenot (imuno)proteasoma na ravni proteina in 
citotoksičnostjo izbranih zaviralcev nismo ugotovili. 
Glede na to, da smo pri poizkusih uporabljali le 11 vzorcev, bi bilo smiselno v prihodnje 
izvesti podobno raziskavo s širšim naborom vzorcev, kar bi doprineslo k večji moči 
statističnih analiz in z večjo gotovostjo potrdilo ali ovrglo naše preliminarne zaključke. 
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